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奉研究で は ､ 第皇 帝で ､ 酵健 望･ /､イプリッド法を用 いて も He転 の S H3ドメインの結昏パ - トナ -
として CIN8 5を同定したことを常磐ずるo e王N8 5Elヨは複数 の機能性ドメインを含んだアダプタ - タン パ
ク質で ､ 甜 菜 に3 つ の S H3ドメイン ､ 中央にプロジンリッチな磯城貯昆郎 ､ e 釆 に eoied･ e o重量ドメインを
持 つ o 第2審と第3轟でほ CIN85の 新規機能に つ いて報告ずるo T 細飽蔓≡お いて ､ e重野85g3退潮発
現が T N F- 鑑誘導アポト - シスを促進するニとを第 2 寮で示し､ 第 3 寮で HeiJ盈 細砲妄こお い て C王討鮎
の退部発現が単純 - ル ペ スタイル ス の増轟を鞄制することを報告するo
細飽 揺外界 の 化学物質 ､ 紫外線や放射線､ 熱 ､ 生理活性物質確 微生物など球 磨 な環境因子の
作用に応答し､ 適応して生存しているo 環境因子と細脇との接点は細胞表面 であり､ 第 1 の搾摺慮とな
るo 細娘表面は鹿質の 二 重層からなる緬庖膜と､ これを貫通し､ またはこれと結督するタン パク質､ 糖タ
ン パク質､ 糖庵質で構成されるo これらの 多くが細胞 の外から内 - の シグナ)レ伝達 に関与しており､ 細
胞は外界からの シグナ ル によっ てタン パク質の合成 ､ 酵素の活性 批 細娩の増蒸 書 分化などを誘導して
い るe この シグナ ル を細盤 の舞から中 - 伝えるの が摸を貫通するレセ プタ ー(受容体きであるe 緬凝内 -
の シ グナ)i,伝達ほ ､ 通常､ この レ セプタ - にリガ ンドが結合することで始動し号 緬娩 内でタン パタ質 ･リガ
ンド､ タン パク質-タン パタ質問相互 作頗に変換して核などに至り､ 最終的 に細飽の 増殖 書分化を誘導す
るo 細胞内シグナ ル 伝達系は真核 生物 になっ て急速に発展 したシ ステムであり､ その 時教は原核生物
の 場合と異なり､ 細臆 内で シグナ ル は枝分か れし､ 相互 にクロ スト - タを行 い ､ あるい は綻督きれるとむ苛
つ たダイナミックな制御を受 軌 シグナ ル 伝達ネットワ - タを形成して い る点であるo これ結界界の複凍な
変化に的棲 に反応し､ より柔軟なシグナ ル 伝達制御を行う必要があるからであるo 奉研 究の 目的ほ - こ
のような複雑なシグナ ル 伝達 系を解きほぐし､ そこから新しい戯薬タ - ゲットの 辛がか撃を得ることにあ
るo
レ セ プタ - にリガンドが結合して細脇内シグナ)i,伝達系が動き出すo 多くの場合 ､ こ招 シダナJレ
伝達の 起点でチロ シンキナ - ゼが活性化するo チロ シンキナ - ゼにほ レセ プタ ー 分子 内にキナ - ゼドメ
インが含まれるレ セプタ - 壁(R T 琵ほ 句 細飽内にあっ て レセ プタ ー に会食する葬レ 牽プタ - 撃とがあるo
さらに葬レ セプタ ー 型経膜結合撃と､ 戯呈family のような細胞質撃に分類きれるB 膜結合型の 葬t, セプ
タ - 墾チ ロ シン卑ナ - ゼほ Sr efa mily kin 盈S eに代表され ､ ST efa m皇Iy kin盈S e経細施療の 裏打ちの
部分に存在し､ キナ … ゼ活性を持たない レ セプタ - と共役して細塵外からの刺教に対する反応 に関与
すると考えられているo
Sr cfa mily 瓦in a 畠eは分子量約 5 8- 6OkI)a の 膜結合型 のタンパ夕質であり､ 高等動物 で は 9
種類のメン バ ー (SF e､ Fyn ､ ¥e s､ Yrk､ Lyn ､ Hek､ Fgr､ Bi恵､ Lekきが弼定されて いるo ニれらは類似し
た構造を持ち ､ その 基本構造ほ ､ N 末増に轟肪酸付加爵位を持ち､ ミリスチ ン酸や パ ルミテ ン酸が狩蔑
され ､ これらを介して膜 に局在するo 続 い て塀 にヲ アミ7) - 閑で 保存性が比較的低 い領域(tn皇q協e
regio n)､ 鮎 eho n ol喝y 3(S H3き､ 鮎e畠o m o呈o野 望(S H望きドメインと呼ばれる機能ドメインが存在するe
S H望ドメインはジン酸化チ ロ シン残基とその前後の アミノ酸配列を､ S H3ドメイン繕プロリン残基を三富むア
ミノ酸配列を認識 してタン パタ質･タンパタ質問相互作用を担う¢ e 末端朝 の 半分ぼ考ナ - ゼドメインから
なっ ており､ この申ほどに自己リン酸化部位(テロ シンきが存在するe C 末端蔓こぼ i8資残基からなる活性
制御ドメイン があり､ この 部分の チロ シ ン残量がリン酸化きれると､ テ ロ シ ンキテ - ゼ活性 が輪湖きれるこ
とが知られている(F皇g. 1泊jo 最初を三見出きれ藍 鮎e fa 翫皇量y 監皇n盈S eは Ⅴ - S若e でララス 肉腫タイル ス の
ガン遺伝子であるo v- 畠r e意伝子 は重常細飽形 c- 畠ぎe遼伝予蔓芸由来i/ も e栄婿制御賢メイン 野リン酸ぞ転チ
ロ シ ン残基を鹿央して常時活性型となっ てい る昏 ST efa 迅皇呈y 施主n 盈S e鍔不活性型と活性型 の詞寿機構
は ､ 不活性型の 績晶構造解析によっ て解明きれて いる晩 塊 不活性型ぼ ㌔ e 乗場潮解ドメインのジン酸
化チロ シ ン残基を含む ペ プチドが S H2ドメインと播督して い る三とI S H望ドメインと触媒ドメインをつ 恕式亭リ
ンカ - 配列が S H3ドメインと結合して いる三と漆芸見出されたo すなわち不活性型 鮎c 払 私立Iy 返皇n 盈轟eで
ほ機能ドメインが分子内で働い ていることが明らか にされた伊豆g. 銑 そして活性型毒こ変iヒずるに経 写 e
末端 制御ドメイン のジン酸化チ ロ シ ン残基 が巌リン酸化するか , あるい は 分子内結普蔓三関卑して い る
S H望 及 び S E3ドメイン に亀の より親和性 の強 い 因子 が練督するニとが彪要 であるo
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鮎e 払 n主星yk皇n a 昏eにほ縫紋遍在性を芸発現してむ篭るメン バ - とち ある綾織を己特異的蔓芸発現して い
るメン バ - が存在ずるe 鮎c､ Fyn ､ 瀧 s､ 嘗Tk ほ広彰㌔経織全般妄芸発現し苛もちるが 駕 飼えばiJe監看護管 細胞
系に ､ Bl恵､ Lyrl､ Fgr揺 B 細胞や マ クロプア
- ジ系 の細巌をこ専 He転ほ養魚系の単球尊額鐙球毒己発現し
てして おり晩 6】 ､ それぞれの 細塵 の 申 で特異な機 能を持 っ てむ､ると考えられ てむ㌔る8 ST C 払 迅童l賢
kin a 昏eの機能は免疫系細胞 ､ 特に T 及び B細胞をこお狩るLe態､ Lwn ､ 野ynを三つ も､てよく解析きれてお
り､ それぞれ非チロ シン考ナ - ゼレ セ プタ - の B 細砲受容捧㌔ 習 細飽受容体の触媒サプ 誌 ニ ットg3£う
に振る舞っ て ､ 抗原弼激の情報を細泡内チロ シンリン酸fヒ反応 に変換する働きがあるニと漆芸明らか着こさ
れているo 鮎e fa mily kin a B eの機能の 特徴ほ極め て多様なシグナ ル 蓉達系で機能しても写るニとであ野毛
また 鮎efa milykin 盈8 e相互の機能 の 重複や相補が置終られることであるo 例えば､ STCには多彩怒機
能が報告されてい るが ､ 鮎e ノックアウトマウス の解析結果は e威e opetT O威 爵( 大理石病ラという骨繍泡e)
異常が認 められる以外は正常であっ た【7】8 これは骨細飽以外 では鹿の 鮎e払 m主星yk皇n 盈 紀が ST eの 機
能を補完しているた範と考えられてい るo
さて ､ 本研究経細飽内の シグナJt,伝達系 ､ 中でも 艶 efa mily kin 急 死 が関与するシグナ)i,伝達
系 に着目して スタ ー トしたo これまで シグナ ル 伝達系を標的とした劇薬は ､ 窃P C Rなど府 レセプタ - とリ
ガンドの反応の アゴ ニ スト､ ア ンタゴ ニ ストを対象としたもの がほとんどであっ たo しかし遼寧続ガン邦 の
分野でヒト上皮細泡盛長因子受容体 E G F Rのリン酸iヒを標的とした Z Dl轟39(王Te番 組∋や Bey- 戯王を標
的とした S T ほ71(Gle e v e c)【轟】が雷可され ､ 分子標的薬の 開発 が急速に遊ん で いる｡ また低分子量
G T P結合タンパ ク質の - つ ､ R 払o からアクチ ン細鹿骨格形成に至るシグナ ル 転達系で働iキナ - ゼ
昆O C 温の 阻賓期 Y-2 76 3望に つ い ても緑内障などに臨床応 用が探られ て い る晩 1銑 S詑 飯盛量抄
k皇n a8e の 阻害剤に関しても 監a捜ieie oiや Ge王ぬ na 野 ein の寮導体の開発研究が進められておm11,
1乱 これらの ようなタンパ ク質リン酸化反応の 阻害期の分野は ､ 劇薬標的として G P e 民蔓こ次i
単発野暮こな
っ て いるo
一 方 ､ 先に述 べ たように ､ ST efa mily kin 盗S eの活性調節が分子内結合を含む S H望 及 び
sH3ドメイン のタンパク賢一タンパク質問相互作 鄭 こよっ て巧妙 になされているe Sr eノックアウトマ タヌ 経
o ste opeもf O Sis(大理 石病)を発症する【7】が ､ 興味深 いことに ､ ニの o盛e opeもF O 惑皇畠 はキナ
- ゼドメインを
欠東させたSreを発現させることで回擾することは【13】､ 考ナ - ゼ蔭性と関係なく､ S H営農 ぴ S H3ドメイ
ン のタン パ ク質 ･タン パタ質問相互作用の詞尊が劇薬の標的となり得ることを示して い るe そして 卑 近寧
sH3ドメインとプロリンリッチ 配列 の結合を阻害する初めて の 葬 ペ プチド性絶食均 U e S呈5鼻 が見出きれ ち
新たなタイプの シグナル 伝達阻害剤として注目を集めているt旦4･ 1弘
一 方 ､ 主に造血系の 細勉に発現して いる H 虚 に関する近年 の研究は ､ 好 中津や ∇ タロファ -
ジが担 っ ている自然免疫 に関して ､ Hek が重要な役割を担 っ て いることを示してい る【i7, 1鈍 H盛 の
発現 レ べ]t,は単 軌 マ クロ ファ ー ジや額投球 の分柁 の際 に増激し､ また マ クロ プァ
- ジの 活性柁の 際 に
も増加する【i9】o 琵ck･j･Fgf･iや Hek-i･FgT＋Lyn ･l･ jッタア 弊 マ ウス を鄭 ､た韓督 軌 好中塚や マクロ
ファ ー ジが担 っ て いる自然免疫や炎症反応に Hek が重要な役割を果たしているニとを示して い るE呈7夢
28･2 望】o すなわち､ これらの}ッタア 外 マウス 捻 Lis ぬ 腰 O B O Cg鈎酢 蛸 e Sの感染に感 受性を増加 し､
Feγ レセプタ ー 誘導性の 食食を減少し､リボポリサッカライド払P鍬 こよる 三 ンドト卑 シン ショジ列 こ抵続
投を示す o 更 に恒状的に活性化状態にある H 盛 を導泉 した(kn o e迄
-in)マ タス ぼ H 成一i-FgFiや
Hek ＋F琶T
･l･Lwn
･i リッタア 卵 マ ウスに比 べ て自然免疫反応や新薬が増加して いたt望鈍 また､ H 盛 の
s H3 ドメインぼ ､ ヒト免疫不全タイル ス(H 王Ⅴ)の 馳f タン パタ質と強く結合し､ この緒普が阻寒されると
H王Ⅴの 増殖が抑 えられ ､ AID Sの連行も抑制されるニとが報告されて いる臣2 凄 儲】Q 従 っ て ､ H 盛 経感象
症g3予 防と治療の 分野で葬常をこ興味深旨㌔S若e 払fn重量y藍主監盈選管 である昏
- きて ､ 絶筆療 法剤 揺 号 ガン脅感 鞄症の 治療妄≡曳く三との 背きなむ蔦豊要な薬期 習あるe しかしゃ タイ
ル ス感鞄症やガンの 治療 臥 ニれらの増殖するメカ ニ ズム が生捧と極 めで類似しても篭る恵軽量芸もず巳撃療
接邦の 作用 に選択性が 乏しく､ 葬 常に困難 であっ たo 近年毒こなっ て ､ これらの 増殖機構 が分子レ ベ ル
で詳細に解明きれ始めると､ 選択性を持 っ 分子 を標的とt,た分子標 的薬 の 開発 が盛んをこ行われ ､ イン
フル 芸 ンザタイル ス に対するノイラ悪ダ - ゼ阻害剤率先に述 べ たよう恕七度細盛増殖因子受容棒 E 窃ぎ汲
のリン酸化阻害剤などが案 尉ヒされ始めたo 奉研究の 目的は ､ Sぎe fa mily k量n 盈昏e の 関阜するシグナ
ル 伝達系を詳細 に解明し､ 新しい 劇薬 の辛がかりを提供するニとであるが ､ その前蔓こ､ 本研究を開始す
るに際して ､ その 基礎になっ た研究を 2 つ 紹介するo - つ 絶遠択性を持 つ 抗ガン物質を微生物資添か
ら探索を試み た研 究【2 7】であり､ もう - つ ぼ酵母 の システム を伺 い て未知 の 転写因子 を探索した研 究
【2 8】であるo
(1ラ 微生物資源からの選択性 の 高い 抗ガン抗生物質の探索研究【望73
土壌か ら分離された放線菌 の - 菌株 は 形 態 的観察と生4ヒ学的性 状 から 戯 流夢ぬ琴ダ投 始
E B滋血5S50 90 5と同定されたo この 菌株ほ抗ガン抗生物質 r avido nyein【望撃3を主産物として産生した
が ､ 培養液中に a nもhT aqtlin o neせ 鈍ifo n ateを0.5 %添加 して培養すると､ de 盈C e毛細盈Vi 血 野 einr3O】
を主産物として 産生したoこの a nthr 盈q由noneせ昏ulfo n aもe を添貞ロした培養液を更書こ詳細に精査したと
ころ､ 新規物質 dea e吟1r a vido mycin H o xide を発見した e de a c ety汝a viあ 野 e皇n H o xi盛e 経 ､
de 盈C etylf a V主do nyein を m - C hlo r ope fbe zi2;eieÅeidで酸化しても得られたの で ち ぎ盈Viあ myeinも同様
に酸才ヒして r 盈Vi血 mycin H o xide を得た｡ 以上のようにして 4 つ の化合物を得 ､ F皇欝. 3にニれらの構造
を示した 8
R O
関母
ぎ
On
OH
u母
0 ‖ 0 醐e
0㍍e
Fig. 3 R盈苛,ido nyein 酵の構造
De a e e智者ra ¥iぬm¥e蔓円 終8 芙ide
De a 授章¥手招 ¥ido m嘗e‡n
Ra ∀i ぬrnyc蔓m 賂c?貫ide
Ra ¥ide 和宮e一門
R=H 門=1
R= H 門=e
R≡島e R=1
R= 兵ぢ 円=O
次にこれらの化合物 のP388le u藍e m皇aに対する抗腫療活性を延命率で 比較評価し､ その結果
をTab呈e l に示したo 速 つ の 絶食物 の最東建禽率は類似してお琴､ 抗ガン活性 の強きは 同じと考えられ
たe しか し､ de 盈e e桝 T a V皇do myein H e xideをま地形 3 抱合物をこ比 べ て際立 っ て広 い 有効投与濃度域を
示したo 事案 ､ de 盈e e醸IT 盈V量感o 野 ein jVe 憲ideの 急性毒性 は磯野 3 絶食物よ撃極終ぞ弓導か っ 浩(Li5細:
de &e萄l若盈Vide 野 ein 腰 e 芸皇de; >i,O 8e毘gikgプ 虚e 盈e e毛y量T盈腎皇dei%ye呈n;轟e n琶薙ぎタ T 盈y量感e myein
N 磁ide; 15Ongi藍g, T 盈V皇do 野 e皇n; i轟o m g鬼穿きo また も De 亀鑑晦i君a東盛o myein 腰 ¢濫id怒揺親e毛h 底
魚もro s a r e o m 盈とP 8 18m a 8毛野tO n 急にも抗塵療活性を示した(Table 貌
Table 1 ぎa V量感o nycin 類 の P3 鮎Ie uke ni急 に封ずる扶腫療活性
‡門e Fe きS 魯in事ife 呼 ar3(%き
Sa mF由 Do s竜(四g/転がぬy)
魯 1番 3乏 糾 1望さ 1 8
E)e a B ety‡ra vi由 m ycin 鮮 o 某i由
汀e sモ )ー
(Te st 2)
D母a e ety事ra viぬ myciR
(Te stl)
(Te st 2)
Ra ¥iae mycin 鮮 e xi 由
汀e sモ1)
汀e st 2)
Ra vido my8iri
(Te st 1)
汀e st 2き
23 3 3
27 2ヰ e
3ヰ
2名 望7
22 2ヰ
33
ヰ8 53 60 尋3
58 -5 To 実毒c
58
ヰ尋 ヰ5 8ヰ T¢箕i8
27
34 ヰe 5e 65
44 き2
汀e虎 3) 5 T¢xis
Ea ch n ou8 e(C D ぎ1, m ale) w a 轟in 8 Cul盈 短d in 蛭ape ri毛o n e鈎 wi塊 ix 106 e e温盛事 泡 e 血 昏e 腎 e T e
盈d血豆niste T ed intT aPeTiもo n e aiiydailyfo rl O 遠野 昏 &o mもhe n e E毛d野 a鮎 T もぬein oe滋急転 弧
Table2 De 盈e etylr 盈Vido mycin ｡好o 濫皇de の 鮎eもhA 蝕 T O Saf eem a とP8 15n 盈昏毛eyt-窃Zn 急に
対する妖魔蕩絡牲
Do s 魯 はeth 兵 P815
(mg/kg/d野) 臼SE3 fLS鴇き はSE3 ⅠLS宅%き
Co ntro事 13.1 ±1.5
4 19.9 皇3
.
8 52* *
8 18.8 ±1 3 ヰ2* 串*
16 22.1士3.1 89* * *
3望 29.7 ±7.3 12?* *
64 35.1 ±亀8 168* *
1O.8 ±0.5
11.尋±O-8
12.ヰj=1.3
1望
.了±2.尋
13.1士3一考
1畳,9 ±2te
8
1ヲ
28*
望轟
2望*
Ea血 m o u 8 e(C D Fl, n aleき 腎 a 昏in o cula 紬d in毛君aPe 君ぬ n e aiiy 腎ith 玉Ⅹ 脚 c en凱 T 亀e 血 喝 腎 盈S
色dnini盛e fed i汲tE aPe由毛o n e 盈ny ぬilyfo rIO ぬy魯 魚) m 払 e n e 澄も逮ay ぬ 君 も鼓eiil OCul象鮎 rL
IL S:In c r e a 紀inl呈fe sp盈n.
M S D:凹ea n 鎚 rV豆val ぬy惑宅m 飽n 主SⅠ泳
☆
,
舶
,
東食蛍:P<0.0 5
,
0.O 1
,
0.0 81
,
T e Spe Ct豆v eiy.
以 土 の ようを芸 ㌔ 放 線 菌 g3 培 養 方 法 を 三 夫 ず る 芸 とを孟 蓋 っ て も 新 規 抗 生 物 質
Be盈e醜ylT 盈Vido myein N o 霊皇達磨 を発見する=とが できたGi)e 盈e管もぎ呈ぎ急Ⅴ皇遠e 氾ye豊n 腰 e 霊量感e の 抗塵藤
効果は De a e eもy転盈Vido mye皇n と変わらず ､ 急性毒性 が著しく減弱tjた4k 食物であ汐､才巳撃療絵詞とし
て宥周であると考えられたo
(望ラ 酵母 1･ /､イブリッド法を用いた Fe7毘Ⅰ王B 遺伝子 の転 写因子探索研 対空轟j
免疫グロ ブリン G (‡gG)が結合する Fe 受容体は ､ ヒトでは 3 つ の 華ブタラス があ撃､ このうち
FeyRII ほマクロ ファ
- ジ ､ 好申球 ､ 鹿ホ横 ､ B 緬鹿 ､ 上 皮細鹿を含む多様な細愚申に発 現して いる8
Fe7RⅠ王の 遺伝子は Å､ B､ C の 3 種類がタロ - ニ ングされてお琴､ これらから各 舟 運択的ス プライシ ング
によっ て複数の転写物が生じるe その 結果 ､ 様 J& な種類の 緬胸中の これら3 つ の F野茂王王達転子発現制
御に揺異なる制御メカ ニ ズム貞書存在して い るe ここで は Fe7R王王B 遺伝子蔓こ注目し､ このプロ モ - タ - 領
域 の 同定と､ その 2 つ の異なる領域に結合する核タンパクを酵母 ま･ ノ㌔イブジッド法を用 い てタロ - ニ ンダ
したo
ヒトT H P･ 1細脇申に ､ プライマ - 伸長法による解析で 望 ケ所 の転写開殆密鐙を見出し､ さら蔓こ5手
兵失変異俸によるCA T アッセイによっ て ､ F野R王IB遺伝子 のプ ロ モ - タ 一 領域は ､ -154 - ＋望1 ヌクレ矛
チドの 開に同定された o 次に電気泳動度シフト解析(ele虎 和Pho r et呈e m obili毛y昏hih a 昏S ay:E ㍍S彪に
よっ て ､ プ ロ モ ー タ ー 領域の 2 つ の異なる領域(F2･ 3及び F4-3)の ､ G G G 鬼G G ゑG C(･iO5- ･9 ?)及び
A A T 管TG TT T G C e(一連7 - - 36)配列 に複資の核因子が結合して いることが発見されたo 次に ､ これら形
配列に結合する縁因子を同定するため に酵母 1ゾ ､イブジッド法を用 いたo
酵母 1ゾ ､イプリッド法は ､ 酵倦緬盤 内で標的塩基配列に結督する未知 のタンパタ質を検出する
舜常に有用な方法 であるo その原理 は ､ H ⅠS3 や Ia eZ の レポ - 夕 - 遺伝子の 七流に標的藍列を組み
込んだ ベ クタ ー 払ai毛 pla s mid)と､ G ÅL4 盈ぬ v a毛ed do ma呈n と未知のタン パタ質との散骨タン パタ賓
を発現するベ クタ - 如ay pla s mid)を同じ酵母に導Åするo 未知 のタン パタ質が標的配列に結合すると
レポ ー タ ー 遺伝子が発 現し､ ヒスチジン欠損培地 で生育し､ か つ Ⅹ-Gal 添加 によっ て コ ロ ニ ー が青く熟
まるo この コ ロ ニ - からplay pl& B nidを取り出し､ 離合タンパタの塩基配列を解析すると未知タン パタ質
が同定きれる｡
bi円d毒門ge壬e m e 門毛s
Fig. 4 酵母 i･ ハ イプジッド法の原理
F 2･ 3または F4･ 3領域に結合する核タン パ ク質を同定するため の baitplas mid構築 の ため に ,
(GGGA G G A G C)X 3, または仏A TTT GT T TGC C)x 4をそれぞ れ用 い た L ヒト胎盤から調製されたク
ロ ー ンをスクリ ー ニ ングし, F2･3 結合タン パ ク質としてヒトZin c･finger タン パ ク質 140(ZN F 140)t31]､
及 び F4･ 3結合タン パク質としてヒトZin c一点nge rタン パ ク質 91(Z N F9 1)【3 2】を同定した｡
Playpla s mid
Baitpla s mid q
s
～ 品
F2-3-E L/pLacZi･ F213-E L/pHis-1【三コ 風 ⊂∃
F413･ E L/pLa cZi･ F4 J-E L/pHis-1 [ コ ⊂コ [王室]
Fig. 5 酵母 1･ ハ イブリッド法による Z NF140 とZ N F91 の同 定
Ye a st strain sC O ntainingF2
･3･E L/pla cZia nd F2
･ 3･ EL/pHISi
･ 1 o rF4･3･ E IJplacZiand
F413･ E L/ptIISi
ll w e r etran sfo m ed with pAC T2, Z N F140/pAC T2 o rZ N F91/pA C T21 T he
c olony w a ste sted forP･gala ctosidas ea s s ay.
次にこれら2 つ の Zin c･fingerタン パク質の機能 に つ い て検討したB Z N F14 0及び Z N F9 1の 発
現 ベ クタ ー またはこれらの コ ントロ ー ル プラスミドを､ FcyRIB プロ モ ー タ ー 領域をル シ フ ェ ラ
ー ゼレ ポ ー
タ ー 遺伝子 の 上流 に挿入した ベクタ ー (pFcR2･1 5 4/pG L3E N)と共 に JE G1 3 細胞 中に導入した ｡ この
際にキャリブレ ー シ ョン 用として pSVβgal を同時に導入した ｡ 48時間後 ､ 細胞抽出液を調製し､ ル シフ
ェラ ー ゼ及びβ･ ガラクトシダ ー ゼ活性を測定した｡ その 結果 ､ Z N F1 40及 びZNF9 1は ル シフ ェ ラ
ー ゼ活
性を抑制 し､ さらに 2 つ を同時 に発現させた場 合 に は相加 的抑制効果 を示 した o この 結果 から ､
z N F1 40とZ N F9 1はヒトFcTRIB転 写 にお けるリプレ ッサ
ー として機能することが示唆されたo
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第1部 新規遺伝華 S 琵遠 塾豊 帝 弼蓬髪鳶将産物宅63豊国轟轟き野性鷺
要旨
鮎e fa n主星y k皇n a s eほ葬レ セ プタ - 型g3チ日 シンキテ - ゼで ､ 種 J& の レ セプタ
- からの シダテ ル
伝達下滝 で重要な役割を担 っ て いるが ､ そe3 シグナ ル 伝達経路の解明経未だ不十分 である8 奉暫タシ
ョンでぼ Srcfa mily 藍皇fl a B eから下涜の シグテ]t/伝達経路を解明ずる芸とを目的として ､ 鮎e 畠 迅i豊ぎ
kin 盈畠e に結合する新規タン パタ質分子の 探索を行 っ たe 鮎 efa n主星y 汝in 盈B eの - つ 号 fie汝 の S H望 及
び S H3ドメインをベ イトにした酵母 望- ハ イプリッド蔭蔓こよっ て S H3ドメインをこ結合する新規タンパタ質鍔
遺伝子 SH3琵B Plを同定したe S H3琵B Pl は 芸 染色捧の 野望望.i - p豊玉.3磯城に存在し､ e王国轟昏とそ
のスプライシ ングバリア ントの e王N8 5･d S H3ÅBをヨ - ドして い たo 両者 揺マjレチアダプタ - タンパ タ質
で ､e I国鮎 は 6 6 5アミノ酸残基からなり､その N 末をこ3 つ の S H3ドメインを持ち､中央 に P 漁況一転 莱を乙
e o皇Ied･ e 8ilドメインを持 っ o CIN8 5･d S H3ÅB ぼ4 e4 アミノ酸残基からな9､e ⅠNめ の 野 末蔓こ存在サる
2 つ の S H3 ドメイ ン を欠くo ニれ らの m R N ゑ ほ広く各 種 組織を芸発 現 して い た e e王国8轟 と
c王国8 8･d S H3鬼岩 は 望9 3T細胞内習 Hck及び STCと結合したo また CⅠ封鮎 の各穫欠夷捧とSぎe-S H3
ドメインとのin vitT Oの 結合試験の結果 ､ eI甜鮎 の PR R が 鮎c-S H3ドメインの 経普 還 ニ ットであっ た e
その P混R ほSTefa mily返皇n a s eの S H3ドメイン以外にも多くのタンパタ質の S H3ドメインと結督するこ
とができ､細飽内の 多様なシグナ ル 伝達に関与して いる可能性が示唆されたe
呈望
革ま常 緒嘗
党を芸述 べ たようを芸､ ST e払 綴皇呈y 監豊艶盈S曽 ぼ穫 腐 将 レ セプタ - から播飽 内蔓芸転恵ら鈍るシダテ ル伝
達 に開しぞ ､ その 下涜腎虚掌恕役割を巣恵し苛も与る｡ ST efa i n皇量y 藍重恩盈S eぼシ ダチノレ伝達を三重華なタン
パク質一夕ン パ タ質閑の 相互搾周を担 っ て いる望 つ 鍔機能性ドメイン y S H望㌍メインとS 琵3賢メインを持 っ
て い るo 従 っ て ､ 鮎 e f& mi王y kin 盈B eの S H望ドメインとS H3ドメインを芸給食ずるタン パ夕質を国定ずる芸
とは ､ 細胞内の 鮎e fa mily k皇n 盈B eが関与する種 J&の シグテ ル伝達g3制御機構を解明し､ 抄 いて 経 シ
グナ ル 伝達制御機構 の機能の 異常妄王墓ずくと考えられる疾患の 病因解明の 藍絡 の新しも㌔境野E3を軽供
する上で非常に興味深 い o
タンパタ質問相互作用を検出する方故 には , 免疫沈降法や G呂警p態里最盛珊 n 接が知られ て旨､るが 号
これら野方法は特異性 に問題を有して するニとが多く､ 未知のタン パタ質を探索ずる場合をこぼ非常な労
力を要するとい っ た欠点があっ たe 一 方 ち 今から呈5年程前に Fie王d垂 ら【3 3如こよっ て開発きれた酵倦 望-
･ ､イプリッド法 は ､ 細浪内で の タン パ ク質-タン パク質問g3相 互搾周を検出するために葬 常に有岡怒方
法であるo 酵母望- ノ ､イプリッド法の 原理 ほタン パク質のドメイン構造を利潤した系である｡ G 鬼L4を経じ埼
とする転写因子 捻 ､ プ ロ モ - タ - 上の 特異配列を認識する D 討Å結合ドメインとち 基本転写因子酵と相
互搾属し実際に転写を活性化きせる活性化ドメインから構成されて いる¢ 三田 望 つ 荷ドメイン 間の距離ま
活性発現に比較的フレ 考シプル であるの で ､ 相互搾用を調 べ たもi 望 種類の タン パタ質をそれぞれ接合
ドメインと活性子ヒドメインとの敵普タン パク質として発現きせるe すると句 2種類 の タン パタ質が相互 汚周ず
る場合にはその 複合体が転写因子として堵麗し､ 酵母 に観み 込まれてい るレ ポ - タ - 遺鎮子を活性托
するo 酵母 には通常 2 つ の レポ - タ - 遼転子 ､ 飼えば H 王S3､i盈CZ などが観み込まれ て いて ､ ヒスチ ジ
ン欠損培地で生育可能であるか ､ また は 芸-G急呈添加量こよっ て コ ロ ニ - が青く染まるかによっ て相互 搾周
を検出ずるo 目的のタン パタ質と相互搾属する衆知のタンパク質をスタリ - ニ ングずる場合経 ､ まず目的
のタン パタ質をコ - ドする eD N Aを G AL 4の D河鹿 結合ドメインと融合した形 で酵母 に挙兵し発 現きせ
るo その後 ､ G ÅL4 の活性柁ドメインと敵督する形 で構築したeD 国鳥ライブラ7) - を酵母 に導Åし､ ヒスチ
ジン欠損培地で生育し､ か つ Ⅹ･Gai添カロによっ て青く染まるコ ロ ニ - を単線して ち この ヨ ロ 芸 - から目的
のタンパ タ質と相互作属するeD N 鬼を単離するo 現在､ 簡便なkitも発売され ､ 非常に多くの タン パタ質
一夕ン パタ質問相互搾摺が酵母 2･ /､イブジッド法 で検地され ､ その成果が報告きれてい るo
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-1 酵母 2･ ノ ､イブジッド蔭の原理
呈諾
奉 膏夕ション 習捻 汚 Sぎe 払 毘i量y藍豊艶最盛e e3構成員g3 - j j3 卑 H若返 鍔 §H遠野メオンを芸結普ずるタン パ夕
霧を酵母 望- ノ､イプリッド法を芸蓋っ ぞ探索し髪結巣を奉 ず e ま濫費 鍔 探索狩 結 果 宅 縛ら艶藍新規遺伝子
S H3腿 Piと尊れが ヨ - ドずるタン パク質(e重野き轟き 将解析 駕 S欝e 払温主星y 藍皇泣盈昏e と形 相蓋作済 形容締
結果 ､ 及び S H3琵BP1 の 染色体 守 ツピングの解析結果妄三つも竜苛帝督ずるo
量鍾
第急啓 材料と芳畿
l 督 1 材料
免疫沈降を三周い たポリ夕日 - テ ル 抗 He転 玩捧及び抗 Sぎe 抗俸ほ S盈n毛孟 eぎ態芸 B皇e短 ぬ監e量8済
から､ 抗F L 鬼G抗体ほ Sigm 急騰具したo タ孟 スタンプ日 ツトで ほ 弘o y 畠e 若盈達皇昏h pe ぎe盛 ぬ昏e宅H 荒野き- 標
幾 抗 -V5 抗捧紹rl Vi毛F O誓e n)B R P･環海 孝蘇 鞄 e 抗体(鮎 e艶eラ､ 及 び H 琵P-標識 抗 -ぎ㌫鬼岱 抗棒
(鞄 m a) を周い たe29 3T 細飽堵養周培地として 毎D 曲 e e e o'昏 迅 8盛皇藍e盛 富農g呈e
'
惑 私 感 態 m(D 朗E 封;
Sigm a) 及び年始児鹿清(ぎBS;G皇be oB 民L) を伺いた 8
1 せ 2 酵母 望リ ､イブジッド法
酵母 望･ ノ､イブリッド法 は 国旗汀C H紙Å藍E 温 習耶 - 三ア態Ti盛§y澄もe m k皇毛 (e呈o n毛e e畠きを 翻 包尊卑ッ巨
添付 のプロトコ - ル に従 っ て実施したe ヒ声H 盛の SH望ドメインとS H3ドメイン(ヒトHekの アミノ酸配列
の 第6 望- 21 7番 削 を発現する ベ イトプラスミドを以下のように作製したe 排 H 盛の S H望ドメインと呂H3
ドメインをヨ - ドする cI)討ゑを､ ヒト He友 eD 河鹿(Dr. 紺. 喝u皇nもT e量l から贈 与されたラ臣5】を鋳型蔓こして
P e R(セ ンスプライマ - ;Å鬼GÅ慮T T e G T G G T T G C e C T G TATGji T 鬼C 鎧逢G､ ア ンチ セ ンス プライマ
…
;ÅゑG T C G鬼C C G A e ÅG T T T C T G G C ÅG ÅG C C C GTCラで 調製 した o 次 に P e 琵産 物 を ℃鬼
eie ni昆誓 私t8(王n viもr喝 e 絶)を声酌､て プラスミドpe民望一1をミサブタロ - ニ ングし､これを 彪 混王及 び 盛娼
で切断し､ 得られたフラグメントを pÅS一望 ベ クタ ー の 盈 盛ⅠiSBB 争イトに結合した に の ベ クタ ー を
pAS
･望′H盛(SfI望ヰS H 3きと呼ぷ)o ベイトプラスミド p鬼S･ 望jHek毛呂H望＋S H3ラを酢酸リチウム 法によっ て酵
母 Y呈9 O殊 に導入し形質転換した o彰質転換体をトリプシ ン(- ラの培地 で選別した母きらにG 鬼L 4転写
活性柁ドメインとの融合タン パタ質として発現が可能なヒト胎盤 由来cD N 鬼ライブラリ - (e量e n毛e盛きで形
質転換したB 形質転換捲からの 陽性タロ - ンは ､トリプトファン( - )､ ロイシ ン( - )ち Eスチジン( - き及 び
3- アミノトリアゾ - ル(望5 m M) 添加の培地で増殖したクロ ー ンを､ 更にβ - ガラタトシダ - ゼ活性を三より
選抜したo 陰性クロ ー ンをシクロ - 考シイミド∈1iigimi) 添加培地で培養し､ 増殖してきたタロ - ン からか
らプラスミドを精製し､次 に大腸 菌 - 形 質転換し､ニれよ9プラスミドを精製したe 得られたプラスミドの
cD 討盈ライブラリ - 部分 の 塩基 配列 をダイタ ー ミネ ー タ - 故 によ苧決 定したe 得られた塩基 配列 を
G E N E 警官濫の デ - 夕 べ - スを利属してホモ ロ ジ - 検索を行 っ たo
i･望･ 3 プラ - タ ハ イプリダイゼ - ショ ン法
酵母 望･ }､イブジッド法で得られた新規配タ弓を持 っタロ - ンの cD 討ゑを鋳型量こして､ラングふ プラヰ守
- 法によりき2P･C TP で標識された放射性標識プロ - プを作製した窃 排 胎盤由来見 離ま呈 eDN 鬼ライブラ
リ ー (Cio nもe ch)を大慶菌(¥ま09 0T
岨
きととも蔓こもB寒天培地上妄こまき､ プラ - タを搾らせ ､これをニ トロ セ
ル ロ - スメンプランに転写し､ UV 一 夕ロ スリンク後 ､ 前述 の放射性標識プロ - プを涌 いて凍 - トラジ矛グ
ラフイを行っ たo 次い で ､ 陽性を示したプラ 一 夕をかきとり､ 希釈して同様なスタジ - ニ ンダを線撃返し､ 陽
性を示すタロ - ンを多数得たo 得られた見gもi1 プア - ジから､ eD 討盈ライブラリ - オン草 - トを野e 民宅セ ン
ス プ ライ マ - ;G Åe Åe e ゑG 鬼C e Å盈e T G 6 TA A T G G 鷲鼻G e G 盈G､ ア ン チ セ ン ス プ ライ ∇ - ;
G盈盈G G eÅe Å管6 G e 管G 鬼度至浪晋e G 鬼e 6 6 管晋T e)を芸よっ て 増幅し､ インサ - ト部分鍔 塩基配夢弓をダ
イタ - ミネ - タ - 法をこよ っ て解析し､ e 玉野85-d S H3鬼Bの全長の塩基配夢弓を決定した窃
呈5
ま･望･ 4 ∈薫N 鮎 eB 討盈のタロ - 芸 ング
C‡野85･d S H3A Bの N 素量こ存在する制限酵素 邸 サイトを利潤して e‡封鮎狩 野 莱をタロ - 芸
ン グしたo ヒF 白 魚 球 由 来 eD 討Å ライプラジ - をテ ン プ レ - 鞍をこして ､P e R(脅 ン ス プ ライ 守 - ;
鬼G G A T C CÅC A A T G G T G G 鬼G G C eAT 鬼窃T G G 鬼G 誓警官G 慮e､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ - ;
A A A T AT T& C T TT G C ÅG W e C T TG C T ∈管警管Gきで e王国8 5 の国 東 eD 封ゑを得たo これ を
BBmH 王及び 軸 で切り出し､更に C玉村8 5･ 感 H3鬼B の eD N 鬼から 邸 及び 蝕 丑王で切り出したヲ
ラ グ メ ン トと 共 に ､ pE FlfV5
･Hi8 C 鮎 viもT喝e n5の 戯 遜琵壬j彪 髭王 サ イト に 挿 入 し 藍
(PE FIN5･C IN鮎)o
1･ 2- 5 ノ - ずンプロ ット法
Hu m a nま望- La n eRiT N警醒biot8及びhum 盈n e a n e e r C el lin eM 管評闇もl威容(C呈8 n毛e e紛を用い ,
添付のプロトコ - ル に従 っ て実施したo C 玉村8 5 のeD 討盈フラグメント(アミノ酸残基 33 1-感6 5きを基にラン
ダムプライマ ー 法 により3望P･ C T Pで標識された放射性標蔑プロ - プを作製し､プロ ットしたo 荒線フイル ム
に記録複､C王国8 5プロ - プをストジッピングし､ 同様な方法でき望P- C T P妄こよっ て標鼓されたβ ア クチン放
射性標語プロ - プとハ イプ7) ダイズさせたo
l せ 6 発現 ベ クタ - の作製
以 下､ PC 民 で常襲された eD N 鬼 は全てシ ー ケンサ ー で塩基配列を確認した｡ V5 タグを持 つ
C王fq8 5(V5･C Ⅰ封8 5;アミノ酸残基 1 - 66 5)の発現 ベ クタ ー は前項(1･2･ 4ラで報告 したB また ､ e王紺鮎 の
各 種 欠 失 体(Fig. 呈･望) の 発 現 ベ ク タ ー を 以 下 の よう に 作 製 し た 昏 C 王国鮎 ･盛SH遠慮B
(V5-C 三野鮎 ･dS H3A B;アミノ酸残基 26 望- 66 5)の発現 ベ クタ - 経 ､ 討 末に B& m琵Ⅰ サイ鞍も C 莱に
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V5-C王N8 5-dS H3dP R 蕊の 発現 ベクタ - ぼ ､それぞれ C王国85-dSH3鬼B の cD 国ゑを鋳型 にして P∈毘
( CIN鮎 -d S H3A BC ､ セ ン ス プ ラ イ マ - ; 鬼鬼G G AT C e ÅC ゑG 鬼盈ゑ写G 窃盈C 鼻G C 慮
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- の全量を望Oiigに保 っ たo 形質転換から4轟時間後に細砲を回収しも プロテア - ゼ阻害邦(pr oも段 S e
inhibito T 容 C e ektail
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Ro che)含有M ･P E R(P王E R C E)o.5 血豆を加え , 緬泡を溶解した後 ､ 遠Jむ分離し
て 細飽抽出液を瀞製した o
l-2･8 免疫沈降法
細脇抽出液(8.3 - 0.5 ml)に 100pl の 5e%PTO毛ein G ほ た は PT虚ein 彪 ･Sep艶a r e 紀
挽 m e T 畠h温 血 Bio seie n e e 轟)を加え､ 4℃で 1時間緩やか蔓こ撹挿 したo 遠心分離で Sepha f O B eピ - ズを
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l せ 1e タ孟 スタンプロ ット
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捻プロ ッタ エ - ス( 来日奉製薬ラでプロ ツキンダした畠 その 乳 H 民P韓織抗体と反応きせた後､首t:学発光
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染色捧標本を 5 5℃ で 1 時 間 ､ オ - プ ン で加熱 し､ 混N盈 紀 処理 の 擾 ､ 70 %ホ ル ム アミドi望ⅩS S e
(盛a nぬfd s 盈l皇n e eitT ate S Olutio nき液中に 7 O℃ ､ 望分間浸して熱変性きせたo ユ タ} - ル で観衆後 ､
熱変性きせた染色体標本に ､ 熱変性きせたピオチ ン襟液プロ - プを載せ ､ - 晩}､イブリダイズさせ恵8
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1･ 3･ 1 S H3KBP王 将夕日 - ニ ング
ヒトH 盛のS H2ドメインとS H3ドメインをベイト着こ 熟 聴 酵母2♯} ､イプリッド染着こよっ て斗 巳旨胎盤 由来
c王∋阿Åライブラジ - から約 諾Ⅹ 10毒癖のタロ - ンをスタリ - ニ ングし､トリプトファン宕 - ラー ロイシン∈ - き､ ヒス
チジン( - ) 及び3アミノトリアゾ - ル(望6 m 妙 添加 の培地で増殖したタロ - ンを五番8額ピックア ップしたo
続 い てこれらの 申から毎1夕日 - ンの 針ガラ 外 シダ - ゼ陽性タロ - ンを得たo こ招 き旦夕田 - ンの塩基配
夢階 級定し､ホモ ロ ジ - 検索を待 っ たところ､p138Ca 戯弧 馳【37】及 びG 腰t3 轟】のような既知の タン パ
タ質が 同定きれたo これらの他 に新規配列 のタロ - ン(血 n e58)那 - つ 見 つ か っ た匂 これ絃 望. 互恵態の
eD N A で36 4 アミノ酸残基をコ - ドして いたがN未 の翻訳開始灘位を欠い ても育た¢ この 血 n e5 8がHck
のS H2ドメインとS H3ドメイン のどちらに結合するかを酵母 望･ ハ イプジッド法 で調 べ たo Hck招それぞれ
s H2ドメイン(アミノ酸残基i壷卜 2 17)及びS H3ドメイン(アミノ酸残基6 望- i望8き単独 の ベ イトを作製し､
血 n e58と反応きせ たところ､ S H2 ドメイン の ベ イトと絃B -ガラ外 シダ - ゼ 陰性 で 糾 や S 琵望 ドメイン書こ
は結合しなか っ たo 一 方 ､S吉3ドメイン単独をベ イト暴こした場合はc王o n e轟8 の有 敷 こ関わらず ､ 針ガラグ
トシダ - ゼ陽性となっ て結合は判定できなか っ た宅Fig. 1･3きo 従 っ て ､ ぬ n e島名 ほHekのS H3ドメインと
結合すると考えられたo Clo n e58はN末の都訳開始怒位を欠いて いるた 鈍 重長のeD 討鬼を得るた 捌 こ
ヒト胎盤由来え癖11 ファ - ジeDN Åライプラリ ー を 郎 ㌔てプラ - タ ハ イプブダイゼ - シ ョン駄を行 っ た o そ
の 練熟 2. 飽bのeD 討Åを得､これは 4e 4アミノ酸残基からなる完全長と考えられるタン パ夕霧をコ - ドし
て い た o 従 っ て こ の 遺伝子をS H3E B Pi と車名 し ､ G 細Ba nk蔓こ寄託 した宕a c e e s 轟io n n u 33i態e y
鬼ぎ3望9 26 7)o ここで得られたタンパタ質は ､ 後に報告きれた 鎚5 アミノ酸残基からなるe王国おを丑3の スプ
ライシングバリアントと潮明したの で､C‡封851達S H3ÅBと称することとした苧 C三日巷5は複数の機能性ドメイ
ンを含んだア ダプタ - タン パク欝で ､ N末 に 3 つ のS H3ドメイン ､ 中央 にプロジンプッチな領域宅P R招 ､ a
末 にc o豆Ied- e oiiドメインを持 っ てい たB C Ⅰ紺8 5-dS H3Å丑ほN末 に存在する 望 つ のS H3 ドメインを欠 u
て いたo Fig一 之･ 4 にこれらの塩基配列とアミノ酸配列を示したo
l せ望 1塩基多形(S N P昏)
S H3K B Pl の塩 基 配列 を､ 酵母 2- ハ イブリッド経 で 得られたタロ - ン(蓬e e e 畠盛en nux n態e 君
A F32 92 68)と､ え gtll ファ ー ジ eD 国鳥ライブラリ - か ら得られ たクロ ー ン(昆e e e S 重量e n n tl m転eT
A F32 92 那)に つ い て詳細に比較したところ､皇 塩基異なっ ており､ S 討pB の 可能性が 示唆されたe これ
は 38 2番目の アミノ酸がプ ロリン(C C Å)からロイシン(C ℃感に変化してい たo ヒト白血球由来 eDN 慮ライ
プラヴ - をテンプレ ー トにして PP毘 領域の ㌘C Rを行 い ､得られたタロ - ン の塩基配列を調 べ たところ､
3i4がプロリン(C C A)I1紹 がロイシン(CTA)であっ た昏
望l
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Fig. 1
･3 辞母 2･ ハ イブリッド法による Hck S E 3 ドメインとの 結令
Ye a 8t StraiJIS C O ntaiming pA S2
･1
. pA S2
･1旧 ck(S H3＋Sl12), pA S2-I/Hck(S H 3)o r
pAS2
･ 1IHck(S Ⅱ2) w e r e tra n sfor m ed wi th pA C T2Jc o ntr ol o r
pA C T2/CIN 85
-d S H3A B. T he c olo ny w a ste 5ted forβ-gala cto sida8e a S S ay.
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atggtggaggc c atagt且gagtttga Cta C CaggC C C agCaCgatgatgagCtga CgatG agCgtgg gtga a atGatCa C C a a C at g g
” V E A I V E FD Y Q A a ” D D E L T I S V ら E I L T N [ ∩
a 8ggaggatggag gCtg gtggaggga C agatC a 8 Cg gC ag gagaggtttg tC C Ctga C a a Ctttgta agaga a ata a aga a agagatg
K E D G G ” ” E 6 0 I N 6 R 6 L F P D ” F V RE I K KE ～
a aga a aga c c ctctc a c c a a c a a agctc c aga a a agc c c ctgc a cga agtgc c c agtgga a a ctctttgctgtcttctga a a cgatttta
K K D P L T ” KA PE K P L ”E V P S G N SL L S SE T I L
aga a c c a ata agagaggcgagcga cggaggcgc cE gtgC C aggtggC attC agCta C CtgC C C C ag atga Cgatga a CttgagCtga a a
R T ” ” R (iE R R R R R C0 VA F S Y L P 0 rlD E) E L E LK
Gttg gcga c atc atagaggtggtaggagagEtagagga aggatggtgg ga aE gtgttCtC a a Cggga aga Ctgga atgtttC CttC C a a C
V a D l l EV V G E VE E6 W W E 6 V L N G KT 8 N F P S ”
ttc atc a aggagctgtc agg gga tcggatgagcttg gc atttc c c ag gatgagc agctatG C a agtC a agttta aggga a a C C a C ag gC
F I ” E L Sa E S D EL 6 I S 0 D E 0 LS K S S L R ET T G
tc cgagagtgatg g ggtga ctc a agc agc a c c a aftctga aggtgc c a a cggga c agtggc a a ctgc agc a atc c agc c c a ag a agtt
S E S D 6 GD S S ST K S E G A ” G T V A T A A 10 P K K V
a aggagtgg gctttggaga c attttc a a ag c a age C a atC a a a Cta aga C C a aggtC a attga agtaga a a atga CtttCtgC Cg gta
” G V G F a D ] F KD K P I K L R P RS I E V E ” E) ド L P V
ga a a aga ctattggga aga agtta c ctgc a a cta c agc a a ct c aga ctc atc a a a a a c aga atgga c agc agga c a a ag gca ag gat
E K T IG K K L P A T T A T PD S SK T ErJ D S R T K SK D
ta ctgc aa agta atatttc c atatg8g gC a C aga atgatgatga attga C a atC a a aga aggagatatagtC a CtCtC atC a at8 ag ga C
Y C K VI F P Y E A0 N D D E L TI ” E G DI V T L I” K D
tgc atcga cgtag gctg gtg gga aggagagctga a cg gc aga cgaggcgtgttc c c cgata a cttcEtga aEtta CttC C a C Cg ga Cttt
C I D V G ” ” E GE L N 6 R R6 V F P D N F VK L L P PD F
ga a a agga agg gaatagacc caaga agc c accgc ctc c atc cgctc ctgtc atcaa a c a aggg gc aggc a c c a ctgagaga a a a c atg a
E ” E 6 N R P lく KP P PP S A P VI K Q G A a T T E RK H E
atta a a a ag ta c ctc ctga a aga c c ag a atgcttc c a a a c 8ga a C ag aga a a a ag a aga望垂gagagagagC C a a a a Ctg gattta
l K K I P P E R P El L P ”Ft TE E K E RP E R E P ” L DL
c aga agc c ctc cgttc ctgc c at8 C CgC C a a a a a 8gC CtCggC C aC Cta aga C C a attCtCtC agC aga C Ctg gCgC a CtgC C C C Cgaga
0 K P S V P A I P P K K P RFI P K T ” S L SA P 6 A L P PR
aggc cg gagaga c cggtgggtc cgctga c a c a c a c c aggggt a c agtc c a a agttga cttggc cggc agttcgctatctggc atc ctg
R P E R P V a P L T ” T R8 D S P K I D L Aa S S L S G I L
gO
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ga c a a ag tctctcgga c cGC agC a atga C attga Cttagaag gtt tga CtC CgtggtatC atCta Ctg8ga a a Ct agtC atC Cga C C1440
D K DL S D R S N DI D L EQ F D S V V S S T E K L S ” P T
a c a agc aga G C a a a agCta C ag ggaggCggC CtC CgtC C C agtC C CtC a C atCttC atC C CtttC a agC C BtgatatCttCgaCtC C C C a1530
T S R P ” A T GR R PP S Q S L TS S S L S SP D IF D S P
agtc c cga agaggata ag gagga a c a c atttc a cttgcgc a c ag ggagtgga cgcgtc a a ag a a a cttc c a aga ctgtta c c attc c 1620
s p E E DK E E” I S L A ”R G V D AS K K T SK T V I I S
Ca agtgtctg8 C a a C 8 a agC tCCCtgC CgC C C a agG CgEgga C C atggC agCaggtggCggtg ggC C 8gC C C GtCtgtC CtC agCggCg 1710
Q V S D ” K A SL P P K P G T ” A A 6 6 8G P A P LS S A A
cc ctcc cccctgtc atc ctctttg gga a c agctg ga c a c ag gc c a a ct c cgtctctgttcg gc a cg ga agga a a a c c a a agatggag 1800
p s p L S SS L 6 TA G ” R A ” S P S L ド G T E 6 KP K ” E
cctgcggc c agc agc c aggcg gc cgtggagg8gCt8 agga C a C ag gtC CgCgagCtgag g8gC atC atCgaga C C atga agga C C agC ag 1890
p A AS S 0 A A V EE L R T 0V R E L R SI ] E T ”K D Q 0
aa a cgagagatta a a c agttattgtctgagttEgatga agaga aga a a 8tCCggCttCg gttgC agatgga agtga a Cga C ata a ag8 a a 1980
K R E AK a L L S E L D E E KK I R LR L Q ” E V N DI K K
gctcta c a atc a a a atga 198
A L 0 S K＋
Fig. 1
･ 4 CI N8 5 の塩基配列とアミノ酸配列
26 2番目 のメチオ ニ ン( 赤字)から下流が CI N8 5
-dS H3A Bの配列である｡ 38 2番目の プ ロ リ ン(赤
字) が 1塩基多型 (C C Av sC TA) の位置｡
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1･3- 3 ノ- ずンプロ ット
ノ - ザンプi3 ツト解析の 結果を F皇g. 王･5喜芝示 したo SH3腿 ㌘呈 の n 毘討慮 揺広i 各級緒で発現し
でおり､また各種の 緬勉株 でも発現して いたo 3 なも､し 4 種類 の分子 盈狩 異なっ た転写体表竃観察きれや
3. 独b 府転写体ほ広く各組織蔓こ分布して お琴､2.望k 態の転写捧穏胎盤 ､B誕､及び大腸で観察きれた o 最屯
夷きい 5kbの転写俸は胎盤 ､崩その他 に弓弓く観察きれ､最もかきく強を､転写 棒(望藍態ラ発環が 心擁と骨格
筋を三認められたe 組織ごとに発現 の 強弱が認められ ､胎盤 写 腎験 ､ 末梢庭球 ､ 及 び心猿 に強もiシグナ ル
が観察きれ ､ 尭腸JJ絹募､及び肺の組織 では弓弓い シグナ ル であっ たe
k b
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Fig. i
- 5 S H3K B Pl のノ - ザンプロ ット解析
Hu m a n1 望-La 己eMT NTAia nd hu m a n は n C eT C el lin eMT 炉 blo毛s(e呈o n恵e e払き w e T e
hybTid呈z ed with a 3望㌘
･iabeled pr盛e c o f 君e SpO nding to a e王国85cD N 盈 良盈g斑 e nも
(a min o a eids 3 3王-66 5き; a 鮎ぎ 醜 軸ping亨 t畠e 伝鮎r s 腎e T e ぎe-hy態Ti連立z e遠 野皇も邑
32P･labeled htl m 昆n β- a Ctin pT Obe 盈e e O fd皇喝 毛o 払e n 盈n uぬeもⅥ T e T
き
s 皇n sもF tieも孟o n s･
Le氏:htl m a n12-王盈n eM 苧N b王威昏, 民ighも:hti n a n C a n e e F e e呈l呈皇n H T N blo毛s･
望轟
1･3･4 Hek及 び 鮎eとの結合 (由 蕗v Bラ
29 3T 細胞妄芸 ､ Mye- H 速また揺 Riyc
-STe と､ V5- e 重野8 5また揺 ∇5-e豊野8 毎
-戎Sfi3Å豊 を尊れぞ
れ組 み合わせ て - 通性 に典発現きせ ､ 細胞抽出液を調製したo ニれを銑 Hek抗棒また揺抗S君e扶棒習
免 疫 沈 降した 複 ､ 免 疫複合体をウ 孟 ス タ ン プ ロ ットで 解 析 した e そ の 結 果 ､ Ⅴき･e 王国鮎 及 び
V5･C I紺8 5･dSH 3 ゑ至= ま Myc
･ Hekまたは 朗ye･ST Cと其妄言洗顔し､ ニれらぼ 望9 3T 細胞内で互 U蔓こ結
合して い ると考えられた(Fig. 王-6)¢
V5-Cf悶85♯ V5-C暮N 85-d S H 3 糸Bヰ
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Fig. 1
- 6 C 王N8 5､ C IN8 5･d S H8 ABとfick及 び Srcとの接合
Hil n a n e mbTyO nie 望9 3T c els w e ぎeもぎa n Sfe ete遠 野ithRiye
-毛ag夢e逮 Hc返 e 若 鮎 e
e xpr e s sio n ve ctof 皇n c o mbin atio n withV5
-C 王N8 5 o T 腎5-e 韮N鮎 ･d SH3鬼B
e xpT e S 8io n v e ctor. Ly8 ate S W e r ein n u n opr e cip豆毛ated 腎iもh 盈nも圭
一 H盛 e ぎ
anti-ST C a ntibody, an逮もhebleもpT Obed w豆もh a nも皇
- V5 e r a nもi- Mye 盈n毛i態ody･
望5
ませ 5 自 己分子間( 内ラ緩普
e王N85はその 分子 内を昌3 つ 鍔 §H3ドメインとP 漁民を持 つ o 従 っ て芸れらの Sfi3ドメインと㌘汲監
が蓋い に緩督して 多量捧を形成し､ また分子内結合をするかどうか看護興味深旨㌔8 既報 で は自 己形 S H3
ドメインとP 農民 は結合ずるという報告f39, 戯 ほ i 結合しない とも､う報告【4 皇ヨが存在するo そ三で ち 最凝蔓芝
望9 3T 藤娘に ､ V 5-CI N 8 5-S H3 ÅB eとF LÅG･C王N8 5ぜR 監を 一 過性を乙典発現きせ ､ 得られ藍細胞抽
出液を抗 F L 鬼G抗体で免疫沈降した後 ､ 免疫複普俸をウ孟 ス タンプロ ットで解析 した ¢ その 結果 も
V 5-CIN85-S H3 ÅBe ほF L AG-C王国85･P 民党と黄決し､ 自 己の S H3ドメインと㌘況毘 が分子 内結合を
し て い ることが 示 され た(Fig. 1- 7Å)e - 方 ､ V 5･ C王N8 5と FL 鬼G･C 王国8 5-S H3速急e また ほ
F L 鬼G･C 王N8 5･P 民民を - 適性 に糞発現きせ て抗FiiA G抗体で免疫沈降した場合を≡は ､ V5- e王国鮎 萎ま
共沈しなか っ たo 三の相反する結果ほ ､ 既報の 異なる結果とも - 敦ずるo ずなわち､ 結合する報告ほ ､ ド
メイン(フラグメント) を用い て試験しており､ 結合しないという報告は e王N8 5分子全体を周旨､苦試験して
いるo 三れらの 事実は ､ 29 3 T細艇内に発現した V5-C王N85 は ､ す で に S H3ドメインとP 混R が分子 内
結合をして おり､ 黄発現させた F L A G-C 王N85-S H3 ÅBC または FiiA G-C玉野8 5-㌘R 民 は結督相手を集
っ て いた可能性を示して いるo
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し､ P 現況を東条した V5･eI N鮎 ･S 琵3A B e及び V 5･C 王国8 5･dSH3戎P毘毘 ほピ - ズを芸結合しなか っ た 白
- 方 ､ 対韓にお いたG S管だけを結合きせたピ - ズにほ ､ V5-C王封鮎 及 び各種東条捧穏全く結合しなか
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1･ 3- 8 S H 3 K B P lの 染色体 マ ッピン グ
FIS Hマ ッピ ングの結果を Fig. l･ 10 に示 した｡ FIS H シグナ ル は X 染色体の sho rt ar m に 特異
的に検 出された. 従 っ て S H3K BP l遺伝子 は Ⅹ 染色件の p2 2.1 - p21.6領域に マ ッ ピングされたo
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第 連番 考察
酵母 2･ ノ､イブリッド故 によっ て ､ Sre 払mi呈y恵in a s eの
- 員であるHekの S H3ドメインを≡経督する
新規タン パク質の遺伝子として S H3琵B Piを見出した o 我 身 が S 琵3 KBP 呈を見地した宅特許 出願 ま99 9
年 10月 29 日)【4望】のとぼ ぽ同時期をこ､ Take らのグル - プが Cbl に接合する新規タン パク質として
CI N8 5(C bl-inte T 昆eting pr otein of 鮎 k Da)を見出し､ 報告した(民e e eiv ed Be e. 望9, 19 昏9ラ臣i】｡
S H3K B P1 ほ Ⅹ 熟色体 のp22-1 - p21.3領域に存在し､ 2 つ のタンパク質､ e王国85とそのス プライシ ン
グバリア ントの CIN8 8･dSE 3ÅB をコ - ドして いたo C王国8 5は 66 5アミノ酸残基からな野､その 野 末 に 3
つ の S H3ドメインを持ち､ 中央に P琵毘､C 末に eoileかe oil ドメインを持 つ【呈】8 C王国8 5･d S H3 鬼選ぼ 4e鍾
アミノ酸残基からなり､CI N8 5 の甜 菜に存在する2 つ の S H 3ドメインを欠くo これらの m 監討鼻 柱広く各
種組織 に発現しており､ 更にS 昆3ドメイン アレイによっ て ､ C 王国鮎 の P 民Rほ ､ S陀 fa 迅i畳ぎ藍主n a s e､ 特に
Hekや Fyn の S H3ドメインに強く結合するが ､ そ の亀の 多くのタン パク質の S H3ドメイン にも結督する
ことが明らかになっ たo 従 っ て細胎 内シグナ ル伝達にお い て ､C王N8 5軌 ST ef& n主Iy 監皇n 盈昏eの 関与す
るシグナ ル 伝達の みならず ､その 他の 多様なシグナ ル 伝達に関与して旨､る可能性が示唆さ絶たo
C王N 8 5のラットホモ ロ グとして Ru恵【43ほ S E TA【4 4】が 2 80 0年 に相次 いで海曹されたo また ､ 非
常に構 造 が類似 して い るヒトタン パ タ質として C M S【45】が 報 告され て い る(マ ウス ホ モ ロ グとして
C D2A P[46】または M E TS-1[4 7】が報告されてい る)o これらは い ずれも 国 東に 3 つ の S H3 ドメイン 盲
中央 に P R臥C 末に c oiled･ e eilドメインを持ち､ この構造の類似性から､ C ⅠN85とCRiS は新しい アダ
プタ ー タン パク質のファミリ ー を構成する【4銑 CIN8 5とC M Sの 相違は ､ C ㍍S 揺 CI紺8 5をこは無 い アク
チン結合 モ チ ー フ を持 つ 点 で ある｡ また ､ C M S遺伝 子 は第 6 染 色捧(6pi望)に局在 して い るo
CIN85iC 封S f& niy の相 同遺伝子 は系統発生的には保存されて い ないようで ､ シ ョタジョラバ ニ ､ 線虫､
酵母からは見 出されて いない【48】o
CIN8 5iC M Sフ ァミリ ー のタン パク質に経 ､ S H3ドメイン及 び PR 蕊を介して多種多様なタン パタ質
が結合するo S H3 ドメイ ン に は ､ C bl【1, 49, 5 0】､ C bl･も如】の ユ ピ 考チ ンリガ - ゼ ､ A- Gen h王政哲若
pr otein B L 紺監【413､ c D2 r e c epもe T S【4 4】､ ア ポト ー シ ス レ ギ ュ レ - タ - の ゑ壬Pi 触 【5望】及 び
S B- 1【舶】が結合することが報告されて いるo S H3 ドメイン には 一 般的 に P塞豆㌘ モ チ - フが結合し【轟;臥
C M Sの N 末 の S H3 ドメインほ C D2 レセプタ ー のタイプⅠ王 Px 豊野 モ チ ー フと結合する【46】o しかし､ 3
つ の SfI3ドメインの 結合特異性は 一 様でない o C 王N85ieMS の 3 つ の S H3ドメインは ､ C もlの 中央紺
近 に存在する 一 般的な Px xP モ チ ー フではなく､ C blの C 末に存在する特徴的なプロリン 号 チ ー フ ､
Px ㍊P Rまたは P芸(PjA)E XR に結合する【3 9, 5 4】o - 方 ､ CⅠN8 さie M Sの P 毘R には､ PⅠ3･尾 野鮎 α
【4 3】､ Grb2【4 3
,
4 4Lpi30Ca 畠【4 1】､ ST efa niyk皇n a s e【4 5】､ e nぬphiiin sk9, 50】及 び eo朗急成立n【5 5】
が接合することが報告されているo C王N8 8の P R 盈 経多くの Px xP モ チ - ヲを持 っ てお哲､ よっ て例えば
e ndophil皇n とc o Tta Ctin の ように C王N8 5の P 漁民を介して複数のタン パク質と接骨し得る【5醜
C王NiC M Sの形成する複合体ほまた､ レ セプタ ー チロ シ ン卑チ - ゼ(民T 監)のダウンレギ ュ レ ー シ
ョンや シグナ ル伝達制御､ アクチン細鹿骨格の制御 ､ そして神経線胞アポト - シ ス の制御など多様な機
能を示す【48】o 最近 ､ e 王ノN85ほ ebi及び e ndopぬil皇n sと複合棒(C bl-C ⅠN85- e ndop態主星in sきを形成し､
箆官民s ､ すなわち ､ epide T n ai 琶r O Wもh fa eもo T鑑G F) や hepaもo cyもe gT e 腎醜 fa ete T 如G F) 及び
pⅠ盈毛e里e毛
-de riv ed gT e Wもh 払eto T(P D G F) の レ セプタ - の 孟 ンドサイト - ジ ス蔓三瀬い ていることが明ら
かにされたE鴫 5 8, 56- 5 83¢ C もi 揺活性柁された 民T 琵 蔓こ結合してこれを芸 ピ率テン絶する - 寿 で ､
3e
ebl･e玉村8 5･ e ndophilin 8複督棒を形成しち e nあph皇呈皇最良 がdyn 急 m皇n 脅 盈 mp払ip転y昏皇nと舞岡で 毘
'T 監
を緒胞内g)エ ンドソ - ムを芸取り込む Q また ､ C 転lをこよっ ぞ e喜好8 5揺 モ ノ 孟 ピ率チ ン抱きれで ､ 豊 ンドリ
-
ムを三取り込まれた RT監 を Mtilも皇v e 畠皇e tl呈盈Tbo達y(鮎も奄)妄三転換し､ リソゾ - ム分解系 - と導くo 三のよう
に C王N85ほ R T 琵シグナ ル 伝達のネガティプ制御を≡働い てもちる【魂亀 5耽
- 方 ､ チ ロ シン卑ナ - ゼを持たない レ セプタ ー には ､ 鮎 e fa mily kin盈8 e などの蘇績普墾 のチ ロ
シ ン 考ナ - ゼ が結合してこのレ セプタ ー からの シグテ ル 伝達に機能して い る場合が多む包e 本類タション
で示したように ､ C 王討85の PR R はHck や Fyn の S呂3ドメインと薄く経脅し､ その 他の S若e fa m主星y
kin a s eとも結合するo 従っ て C壬N8 5と 鮎cfa milykin 盈S e複合棒を豊 艶e払 m皇呈y藍in 盈 紀滋篭担うシ グナ
ル 伝達の機 能制御に強く関わっ て い ると予想されるが､ この 複合棒の穏健をこ つ い て経 不明怒点が多い ¢
次セクションでこの課題に - つ の 回答を示す o
3 呈
第望部 T国F･ aを己よっ て訴導きれるアポ鞍 - シ スをこ関する検尉
- C王N 85ほ Tfqぎレ セプタ - 1シグナ ル 伝達複合体のメン バ -
で ､でNF･ 鏡 餅導アポド - シスをレギ 送 レ - 巨する -
要旨
塵療壊 死 因子 ･ α レ セ プタ ー 1(T N F 民1)は ､ レ セ プタ - と複合体を形成して いる種 身 の アダプタ
- タンパク質を介して細胞 内に｢生jと｢死+の両方向の シグナル を伝達するe そして ､ その 生存シグナ ル
は N F･ KB や 的A P 琵及 び Å恵も
`
を活性化するo 鮎eもまた T 鰐ぎ･ 鐙 によ っ て活性化され ､活性托された
sfC結 N F- KB や A ktを活性化するo また､ Ⅴ･Sr cを細飽に過剰発現させるとT N F･ ee によ っ て誘導きれ
る藤娘 死が滅少するo このようにSぎe は T N F- α 依存性の 生存シグナ ル を増強し､T 国F- 鎧 誘導アポト -
シ ス に関与 して い るが ､ そ の 詳細なメカ ニ ズム は は っ き撃して い ない o 前セクション で C王国鮎 ほ 艶e
fa mily kin a s eと結合することを示したe 本 セクションで 捻､C 王N8 5が STeとともに T 済 民呈複合体に含
まれ ､ T N F R1 からの シグナ ル 伝達を調節して いることを報告するo
C E M細胞に C王N8 5を過剰発現させた細抱(C E Miy5･C 王国8 5きは T 封F- a 誘導アポト ー シスに
対する感受性が高ま野､ コ ントロ ー ル 細施より低蔑魔の 管N F- 鑑 でアポト ー シ スが誘導されたが ､C D9 5誘
導アポト ー シス に対する感受性は変化しなか っ たo C E 鮎iV5･CⅠN8 5の細飽抽出液を抗T R 泉田D抗棒､
抗 c王ÅP･1 抗体､抗 T 混A ぎ1抗体､ 抗官民ÅF望 抗体､及 び抗 T N F 昆1 抗体で免疫沈降するとeⅠ国紡 が
其沈したが ､抗 FA D D抗体､ 抗 RIP 抗体 ､ 抗 ca sp盈S e8 抗捧 ､ 及 び抗T 毘鹿野6抗体で結轟沈しなか っ
た｡ またC王国85は T N F 琵1細鹿 内儀域に直接結合し密か っ たが Src､C bl及びpho 昏P鼓aもidyl皇n o si毛o王
3･kin a s e(P王3･良きと直接結合したo T 国F R1 細脇内儀域に 鮎e は直接結合したが 号 C b量及び P‡3- 監 は
結合しなか っ たo C 王N85 の各種欠失韓の検討から､CI国8 5 の 3つ の S H3ドメイン は T 耶 - a 誘 導アポ
ト ー シス促進効果 に必須 であり､またP R Rも充分な促逐効果を示 すために慈要 であっ たo T 紺ぎー 鑑 鋼激
によっ て Sr c捻リン酸化され､そして Srcと､ C王N8 5及び C もl の結合が増加した6 また､ コ ントロ ー ル緬砲
で捻 T 紺F･ α 弼激 によっ て 鬼kも は活性化されるが ､CE 紙fV5-C ⅠN8 5細胞で蔓ま T 甜ぎ- α 弼戟によっ て
蝕も の 活性化が減弱したo 以上の 結果は ､CIN85 経 SぎC を介して T 封ぎ昆i 複合体に含まれ ､ でN F 盈1
からのア ポト ー シ ス シグナ ル に STeと共 に関与して いることを示して いるo
3 望
第 1節 緒嘗
T 封F- eBの 翻蛍をこよっ て ､ T NF 民i ほ緬飽をア ポ卜 - シ スを王室らせ るデス シ グテ ルと､ 討嘗･ 濫澄､
M A P 昆､ 及び Åktを活性化してアポト ー シスを締翻する生存 シグナ ル の ､ 望 寿向の異なっ たシグナ ル を
細胞 内に伝 達するe T 野F 箆1 の籍胞 内ドメイン にほ de盈也 do m 急呈n が存在 し､ T 紺野混- 盈昏容O ei盈もed
de a蝕 do m ain pr otein(TR ADD)の de aぬ do m 盈inと直接結合して いるo この T 毘鬼野Bを介して更 に
ぎa §･ a s s o eiated de ath do m ain pr otein (FA DD) ､ TNF 鼠- a 8 S O eiaもed 払如 若昏 毛管混ゑぎ豆 a n逮
T 昆鬼F2), r ee epto ririte ra Cting protein (民壬㌘)､ 皇nhibiもog ef ap嘩 おs立番 pr虎e皇温容 転王鹿野i 盈n速
c王A㌘2)とい っ た T NFRl と複合体を形成して い る多様なアダプタ - タン パタ質を介して も このような両方
向性 の シグナ ル を伝達して いる【59, 60】o T国F- α の デス シグナ ル は 号 T 混ゑDD･F A D D複禽捧を経由し
て ea spa 紀 8 に伝えられ ､ C D9 5誘導性アポト - シス の 経路と同じように ､ e a 8p盈B e8を清隆托するニと
によっ て アポト ー シス のトリガ - を引く【61】o 一 方 ､ T 封F･ a の生存シグナ ル 揺複数 の 経路によっ て伝達
されるo T R ÅF2とT R Åぎi結 ､ T N T- a の 潮激 によっ て ctAP1とc王ゑ㌘望をリクル … 卜し､ c 亀甲 最盛e8 の活
性化を阻害するニとによっ てアポト ー シ スを蹄朝する【62】e また ､ 毘IP 結 節･ 綻Bの 活性iヒに巌須であり､
RIP ノックアウトマウス の 細臆ほ T 国F･ α によりアポト - シスを起こしやすくなり､ 紺野･ 堤B の活性首ヒが起こ
らない【6 3
,
6紙 質 に T 昆鬼ぎ2 は c-3tl n”-te r min al k呈n BiS e(3 確 を活性化してアポト ー シ スを節制す
る【6 5】｡ このように RIPとT 毘鬼ぎ2は抗アポト - シス シグナル を位達するが､ これ に加えて も い(つ か の報
告が T N F･ α 刺激によっ て活性化きれたSfCが王7eB 鑓 に鰭合する経路によっ て 野ぎ･ 鑑Bを活性化するこ
とを示してい るo マ ウス骨乾性 マクロ ファ ー ジにお い て ､ T 封ぎ･ 氏 朝浄は 鮎 c の 活性絶とSTeと王蛋丑 a の
結合を誘導し､ 三れが 鮎c による Ⅰ忘B α のリン酸化を引き起こして 紺F･ 監B を活性すヒする呑 この現象揺
sTeナ マ ウス 由来 マ クロ ファ - ジで は著明 に減少して い た【66】o また Hu a ng らf6 7, 6 8】ほ T 紺F･ α が
p K C依存性 に Sreを活性化し､ 活性イヒされた STCは ⅠE 濫と結合して ､ 国嘗･ leB を活性才ヒするニとを報
告したo
sT efa milyki汲a S eは葬レセ プタ ー タイプの チ ロ シ ンキナ - ゼ で ､ 多様な藤娘 に発現し､ 種 身 e)レ
セプタ ー からの シグナル 伝達の下涜に働 い て いるo T N ぎ･ 虚 に於い ても､ Sぎe fa mily kin a s eの 活性と
T N F･ α によるガン細胞 死が 国連して おり､ hu m a n c oleTeCもai c 昆T e皇n o m 盈細飽錬では TN ぎー a による
増殖抑制が e･Sr e活性 の減少によることが報告されて いる【69】o 更に v-ST eを退潮発現きせるとT 国F-
α による細巌 死 が抑制されるニとも報 告され て い るt7O】o T 討ぎ･ a による重 要療生存シ グナ ル妄こほ
N FI KB の 活性化 の他に ㍊ÅP 琵とÅkもの 活性粍が知られて いるa T N ぎ- α 捻 o 8tee ei盈怨もの 生存を増強
するが ､ これほ ÅktとE R監 が活性化され ､ アポト - シ スが抑制されることによる昏 こg3 鹿毛とE 毘監の活
性化は STefa milykin盈S e阻害剤の P PlとPI3･E 阻害剤の LY望9 凄榊望 によっ て鞠潮きれることから､
T NF･ α の o ste o el最盛t生存増強効果は Sfeが PI3･KIA kもシ グナル経 路とE 毘監シグテル 経路に関卑
していることを示して いる【7i】8 また､王L･ 呈匪 T N F- a 経 Ba呈b3T 3細娩 にお い て 鹿毛とE 民監を活性絶
するが ､ この 活性化もP Pl によっ て鞄刺されるE7銑 このように 艶c は T 討嘗･ 筏 によっ て誘導される生存
シグナル を増強することが知られて いるが､ アポト - ジ ス に関するシグナル 経路iiこおをする詳細な役封ほ
未だ不明で轟るo
辛1部で 鮎efa milykin 盈S eの S H 3ドメイン結合タン パタ質としてe壬N85及 びe王N8 5
-d S H3AB
を見出したことを専管したo T N F･ a は 塗捧内で多様な応答を引き起三し､ 数多くg3疾愚に関わっ て いるe
また最近 ､ 抗 T 河F･ a 抗棒が臨床応 潤され ､ リ孟ラマ チ治療に東きな成果をあをヂている8 先に述 べ たよう
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妄こ T 紺F- a が起ミサシ ダテ ル 伝達を三 S若e fa mi呈y 転皇n a s eは 明らか妄言関与を示してむ､るe 従 っ て STe
fa milyk皇n a s eの T 国F
･
a が起こすシグナ ル伝達調節機構を明らか にすることはT 紺ぎ･ 珪 が 関わる疾患
の病因解明や治療薬開発 の 辛がかりを卑え得るo 奉セクシ ョン でほ や e董fq85 が ST e の 下涜で働 い て い
ること､ ST e･ CI封8 5複合体が T N F 民i シダナリング複普終に含まれで い ること､ そして ∈王国約 の過剰発
現がT N F･ α 誘導アポト - シス を促逮ずるが CD 9 5誘導アポ鞍 - シスをこ捻影響しないことを報告するo ま
た ､ この アポト ー シス の 促進効果には CⅠN 8 5の 3 つ の S H3ドメイン が必須であり､ P 毘Rも患要であるこ
とを示す o 更に ､ T 野F･ a が Src を活性化し､ C 王国85とCblをジクル - 卜し､ 結果として 鬼転も活性を減少
させることを報告する｡
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-1 T N F Rl及び C D9 5から帝 シグナ ル 伝達模式図
3凄
第望解 材料 ･労資
望せ 1 材料
ヒト リコ ンビナ ントTN F- a は SeTOtee L忠d.から､抗 e B9 5抗体絃宅株ラ医学生物研究所から㌔賢P呈
は B王0 誠OL Res e a r ch L盈bo T 盈も肝ie s王n e. から購入 したo 形 質転換緬鹿 野遷既済抗生物質として 号
gen eも皇cin(GIB C O B R L)を 郎 ､たe免疫沈降実験に 鄭 ､た各種抗体 揺鎚下のように調達した o ポリタ
ロ - ナ ル 抗 SfC､抗 Lek､抗 Lyn､抗 ぎgr､抗 Fyn､抗 取返､ 抗 T R 盛 D汚 抗 酌 済 B､抗 毘王P､抗 e王鬼㌘呈､
抗 TRAFl 抗 官民ÅF2､ 抗 T 毘鬼F6㌔ 抗 T W F Rま､ 抗 e 盈Spa 8 e轟､及び抗 C 態呈 抗体萎ま､S盈nも盈 eF 敬三
Bi 虎e chn olo野 から購入した o ポリタロ - ナ ル 抗 PI3･ 監 p85伐 抗体は Ups毛汲もe Bio毛e chn ぬ gyから購
入した 8 モ ノクロ - ナ ル 抗 - マ グル チ ニ ン( 鵬抗体と抗 Mye 抗体は 汲o盛 e から, モノ夕日 - ナプレ抗
FLÅG 抗体は Sigm aから購Åしたo ウェ スタンプロツティングに 熟 ､た各種抗捧絃以軍のように調達し
たo モノクロ - ナ ル 抗 STC抗 鼠 ポリタロ - ナ ル 抗 FgT､抗 eⅠ魚戸l､抗 T 最良ぎ1 抗 T 温良F2､ 抗 T 茂泉F6､
抗 T N F Rl､ 及 び抗 C bl抗体は ､Sa n毛a Cr u zB ioもe chn ologyから購入したo - 方 句 モ ノクロ - ナjレ抗
Fyn､ 抗 Hek､抗 Lck､抗Lyn､抗 TRA DD､抗 FA D D､抗 昆王Pち抗 e a sp盈S e8､及 び抗P王3-琵 p鮎 α 抗
体は TTaLn Sdu ctio nLabo f aもo rie 歩から購Åしたo H 琵P標識抗 V5抗体萎ま王nv 如 喝 e nから､H R P標畿
抗 HÅ抗体及 び H R P標識抗 Myc 抗体ほ Ro che からm R P標識抗 F L ÅG抗体は Si欝m aから購為
したo H RP標識抗pho 8Pho-もyぎO Bin e(逢GIO)抗体ほ Up ぬ 毛eBioもe e態n 血gyから､抗pho琴h窃･ 選民琵､
抗 E R 琵､抗pho spho･J 討濫､抗J N 毘､抗p態o琴ho- 鬼kも(SeT逢7執 及び抗 蝕も抗捧ほ Cei量Sign 盈弘ng
Te ehn ologyから購入した苛 HRP標識抗ウサギ王gG 抗体及び H RP標識抗 マウスⅠgG 抗捧臥 それぞ
れ CeilSign alingTe chn ology及 び Am e T 8ha mBio s cie n e e sから購入して使用した8
2･ 2･望 ポリクロ ー ナ ル 続 C王N85扶捧の作製
ポリタロ - ナ ル 抗 C王N鮎 抗体は以下のように調製したo CI封8 5 のC 末 ペ プチド(645-6 65アミノ
酸残基:E 監王昆L R LQM E V N DI 琵監Åも喝S 琵) をN 未 にシステインを付加して合成し号 監eyh窃Ie呈主mpe毛
he n o eya nin(K L H)をキャリア ー プロテイン にして コ ン ジ孟 ゲ - 卜し､フ ロイントの完全ア ジ エ バ ントで エ 守
)I,ジョンを作製してウサギほ 奉白色種オス 2 羽 ､2.8 - 3. 蝕g)に 500iigl匹ず つ ､ 背轟皮下 に初尚免
疫投与したo その後､2 週間に 1封ず つ 計 4 拷遥力ロ免疫 した(フロイントe3不完全ア ジ エ バ ントで エ 守 Jレ
ジョンを作製し､500tigi匹ず つ 背部皮下に免疫)Q 最終免疫から 1 週 間 敷 金採 虚し､ 鹿清を得た(約
65ml x 2)o 血 清 は 抗体価を E LⅠSÅ で潔 定 後 ､ 凍結保 存した e 鰐H S･Sepぬa T O B e琵皇取盈P
挽 m e T Sha m Bio s eie n c e 烏)を用 いて添付の プロトコ - )i,に従 い ､同じ抗原 ペ プチドを労ラム に固定して
ペ プチドカラム を作製し､2 0n呈の血清から約 2.5 ng の持薬抗CIN8 5抗捧を得た串
2 せ 3 発現 ベクタ ー の 作製
V5-C 王N8 5 ㌔ V5
･ e王N8 5･d S H3泉澄 ､ V 5･C 王N 8/5-S H3鬼選e ～ V5
-e Ⅰ野85-d S 琵3感 e
V5-だ王N 鮎-dS H3dP 漁況及び Riyc
- S托 の発現 ベ クタ - の 搾襲は第 呈 港(息- 望･6)で報告したe ぎも盈Gタ
グを持 っ T N F 民主 細飽 内儀域(FtiA 鎧-T N 官民i書e写管ラの 発現 ベ タタ - 繕 ､でN F 混1 の eD 討鹿毛諺君.
N呈it8 u か ら樽 与 され た)を鋳型 に して ､ 細 逸 内 儀 域 の eD N 鼻を P CR(セ ン ス プライ 守 一 ;
Å鬼GÅAで警e C 良友鬼鬼鎧鬼ÅG Å鬼ÅG et3鬼鬼G G G GT AT 鎧T A､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ - ;
3昏
Å鬼GG慮T ∈C 警e 鬼窃TGGTT晋G G G e T e eT C C C G管G 真底晋G)で 譲至製 し､ フ ラグ メン卜を 励 展墓 と
SB遜 で頃 新して pFL 逸G･e 鮎V･2 (S皇gn aラの 虚払蔵王/SB慮 ザイト蔓乙締大 した昏 FL AG タグを持 っ た
T 況盈ぎ1 と T 最良ぎ望 の 発襲 ベ クタ - (F王｡鬼G-T 昆鬼ぎ呈 及 び F L 鬼G-管民度ぎ2ラ､ 及び Hゑ タグを持 っ た
T 民ÅD D とe王慮Pl の発現 ベ クタ - (HA･TR鬼B D及 び 琵Å･ e量鬼㌘1)は ､ DT. e畠eiた7 3ヨから贈与きれた 6
技A タグを持 っ た Cbl符発現 ベ クタ - (H慮 -C bl)は DE. L盈ngぬ nt7威から､ H 慮タグを持 っ た Å起毛 の発
現 ベ クタ - (H 鬼-鬼女も)とタグを持たない P王3-監 p8 5aの発現 ベ クタ - は DE. Do 腎 n 腎 盈Ydを7き】から鰭阜さ
れたo 法泉 タグを持 っ たP王3･箆p8 5鑑の発現 ベ クタ ー (E 鬼
･P壬3-K野8 5筏き措 ､ Dr. Ue坂主とDr. 監急hn臣確
から贈与された発現 ベ クタ - をpeDN Å6iB237g H呈sA(Ⅰn viもy喝 en)に再構築した¢
2･ 2･4 CEM 細脇及 び U9 37桑田臆 の 形質転換細脇 の作製
ヒトC 霊MA 3 O IT ie uke率a細鰻をま王8 %F B S添加R P 朗Ⅰ16 40培地く鞄 m 盈ラで縫代 事培養した｡
1xlO鳩 のC E 封細胞に 10btgの 各発現 ベ クタ - をエ レクトロ ボレ - シ ョンで導Åした ｡望 日間培養後 ､各
細 飽 培 養 液 に 1,2 m gjmlの ge n eもiein を加 え て 各 形 質転 換細 逸 を選 択 した (そ れ ぞ れ
CE MfV 5-C 王N8 5 ､ C E MiV5･CⅠN8 5-a s h3ÅB ､ C E MiV5-C Ⅰ国轟5-S H3鬼選e ､
CE M fV5-C IN8 5-d S H3ÅB C､ 及 びC E M N5-C 王N8 5-dSH3逮P 現況と移する)o その 後 ､各形質転換細
盛 に お け る ､ そ れ ぞ れ V5･C 王N鮎 ､ V5･ C I紺8 5･盛S H3ÅB ､ V5- C Ⅰ国拓 ･S H3ÅB C I
V5-C王N8 5-速S H3 ÅBC ､ 及 びV5-C 王国8 5-d S H3d P毘Rの 発現をテニ スタン プロ ットで薩課 した ｡ 同様な
方法 で空 ベ クタ ー を導入 して コ ントロ - ル 細臆とした(C E Mfe o ntfOlt 称する)o各発現細逸は 限界希釈
経で 2 回クロ ー ニ ングを行 い ､ 細胞練を確立したe ヒトU93 ヲm o n oeyもie細娩の形質転換細鹿経 ､ C E H
細魔の場合と同様な方法で 作成したが ､ 形質転換細魔の選択 には 0.8 m 欝imlの欝e n eticinを用 いた｡
2･2- 5 T N F･ α 聯敦 による C E M細胞死 の朝憲
各種形質転換C E M細胞を昆P M 王16 40培地で 1 回洗浄後 ､ 9 6･ 野 enマイクロプレ - トの 各タェ ル
に 2Ⅹ 1O凄 c ellsle.0 5ni(l o 鵠F B S添加RP M Ⅰ16 逢O培地)で細脇をまき込んだo ≡れに 10 %ぎBS添
廟RP M I1 64 0培地 で希釈した各種濃度のT N F- α または抗C D9 5抗体を添加して 3 7℃で 望日間培養
後 ､ 生細泡数をW S T11 法(Roche)で潮定したe
望･2-6 1
L
B n
'
vD タンパ夕質相 互鰐用
29 3T 細胞を用 いた - 適性 の形質転換は第 1 部 1 せ 7に報告した方法で実施し､ 得られた細過
抽出凍を､ 同じく1 せ8 に報告した方法 で免疫沈降したo これをi･ 望-18に報告したタ淀 スタンプロット法
で分析したo 但し､ 検出用の 抗捧は H 毘P標識 1 次抗捧の 他に ､ 乗標識の 1 喪抗体 ､ 次い で H 漁P標
識 望次抗捧(H R P- 標識抗ラサギⅠgG 抗体､ 叉ほ H R P･標識抗 マウス壬gG 抗体ラを熟 ､たe また､ 形質
転換されたC E M細逸抽出液の免疫沈降法をこよる細泡内タン パタ質複合体の解析もi･ 望･8及びi せ呈O
に示した方 放で行 っ たQ
望･ 2･7 フ ロ - サイトメトリ -
各種CE M細胞を集め ､ 0.5% 牛鬼清ア ル ブミン(B S彪 添廟燐酸緩衝生理食塩永(P B Sきで 3 回
洗浄したo 望 Ⅹ iO5 僻の 細胞を凍土で冷却下 ､ 6.望5 拷g3 フ]t,津 レジ骨イン標織抗ヒト晋尉官毘呈 モ ノタロ
-
3 6
テル 抗体(民& B Sy8もe m 畠ラと 3e分間反応きせた o そ搾 後 , 細逸を e.5% BS鬼添加㌘B 畠で洗浄し､
FAG S ea呈皇bu r (B DB皇o 畠eiene e sラを使属し号解析したg 対照細胞として ､ フ ル オレ ッ鴬 イン標畿 マ タス
王gG1(R & D Sy8te n S) と同じよう妄こ反応きせ た細胞を伺い たo
望･ 望･8 管NF･ α 弼激 C E M細脆の 細娩抽出液調製
1 0 %F B S添加 R P M王 1 64 0培 地 で 培養 した対数 増 殖後 期 のC E 規iV5-e 王国畠5 藤娘 及 び
G E M /conもどol細胞は ､ それぞれ 1.5 Ⅹ 107儲の細胞を昆P M i16 40培地で i 回洗浄後､ 3 n呈の混P関Ⅰ
164 0培地をこ懸濁し1niず っ 3 等分した(5 笈 1O6鱒/もabe)8 これ毒こRP朗王i6 鐘0培地 で希釈した'T N 嘗･
α を加え､ 直ちに緩やかに混合し3 7℃ で 5分間及び 1 0分間反応した( 各i も態態eほ無翻激対照きB 反
応後 ､ 直ちに細逸を集め(10,OO OTPm X呈 B e C O nd)､ ま50btl のM ･P E R(58m M 鮎民望 m 朗 E33 ℃亀
2 n M 鮎 - o 地 ovanadate, 4
.
mRi Pefaもio cタ PT O毛e 盈B e皇nhi態ito T C O Ckもai姥含む)を加え､ 撹搾後
4℃ で 20分間置 いた後 に遠心分離 で細脇抽 出液を得たo 細鹿抽出液は ､ D e PTO鎚i汲 Ås 長野 kiも
(Bio･ Ra盛)を招 い ,朗ic T OPiate ÅB S ay Proto e olに従 っ てタン パタ量を瀦定し､ 1 Oiigの細娘抽出液をウ
ェ スタンプロ ット法(1･2- 1O)で解析した e
細胞抽 出液を免疫沈降法(1せ 8)で解析する場合 は ､ 同様にそれぞれ6Ⅹ iO7鶴の細飽を洗浄後 ､
3 等分してTN F- α で朝激して 600iil のM ･ PE R摘 様の 阻害期添カ郎で抽出して細鹿抽出液を蒋 ､ タ
ン パク量を滴定し､ 3e OLLgの細砲抽出液を免疫沈降して免疫複合体を回収した棲 も ウェ スタンプロ ット
添(1･ 2-1O)で解析したo
3守
寮3節 線果
望･ 3il ST Cfa 迅ily藍in 盈8 e阻害剤 ㌘P1ほ T甜F- a 餅準アポト - シスを促進する
TN F･ 猛 襲 導ア ポト - シ ス にS君C fa m主iy 施主na s eが関与して いるか否か を擾 落するた め にSぎe
fa mily k皇n a 紀阻害剤PPl を用 い て ､ C E M細胞に対するTN ぎー 鑑 訴聾アポト - シスを詞 べ た¢ C E 鮎細
脇はT 鰐F･ α 単独 でア ポト ー シス が誘導され ､ そのIC5eは 1.0 5±O.34 喝iniであっ た昏 同じT 鰐ぎー 伎 に
よるアポト - シス 誘導反応をSTC fa m皇iy kin a 8 e選 択的阻害邦P P呈 存在下(呈Oii ”)で 行うと王eさ8は
0,35圭0.1望 ngimlに低 下した o - 方 ､ 抗C D9 5抗体もC E H細胞 にアポト - シスを誘導し､ その‡e58ほ
0.05 7±0.O 18泣g/miであっ たo しかし､ 扶e D9 8抗体誘導アポト - シ スはP P 呈の 添凝 によっ て影響を受
をチなか っ た(P Pl 添加時 の壬C毎8さま 0.06 3 ±O. 8 7喝in呈き(F皇g. 2- 2)o 従 っ て も SF C包 迅皇iy 監in 盈S e萎ま
TNF･ α 誘導アポト - シス に何らか の 関与をして いると示唆されたo 尚､ T 甜F- 鑑 及 び扶e D95抗体処理
に よ っ て 起 こ る C E M細 脇 死 が ア ポト ー シ ス に よ る こ と 揺 ､ もe T m皇n 急呈 dee野 ntl ele醜idyi
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･ 望 鮎efa milyk主n a s e選択的阻害邦P P呈 の T N F･ α 誘 導ア ポト - シス促逢 効果
Ht n a nG E Mcells w e r epT etT e ated for2ho u rs w皇t亀PPl(1 0疫細 o FVe払皇cle
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2d3･ 2 C 王国鮎 ほ ST efa m量呈y監皇n as eと普遍的妄芸結合ずる
e王討85捻 鮎e 良 温 和 kin 急告eの Hek及 び §ぎeを芸接合ずるアダプタ - タン パタ鷺である三とを第
1 蔀で報告した窃 そニで ､ V5･eIN鮎 を恒常的蔓こ過剰発現ずる eEM 細巌及 び U 9 3写細脇を作製し､
e王国85 が 形 成 す る複合体 に含まれる STefa 汲主星y 藍壷n 盈S eの 種 額 を免疫沈降経 で 調 べ た ¢
CE MN 5･∈Ⅰ紺8 5細鹿 の抽出液を6 種韓の抗 Syefa m皇Iy 恵in 盈S e(Sy e､ L 盛や王ぜn ､ F琶ぎ､ ぎyn 及 び
Hek) 抗体で免疫沈降したと三ろ､ 全 ての 抗体でそれぞれ の 鮎e 払 m皇Iy 監in 盈昏e と轟 に V5･e 董N8 5が
轟沈したo しかし､ Lyn と Hekの発現慶ほ eE Ri細胞 では少なか っ たた埼 ､ G 玉野酌 とLw邑 及び He態と
の結合を更に確認するた 削 岩 U93 7 N 5･C王N 鮎細胞 の抽出液を抗Lyn 及 び抗 He藍抗体で免疫沈降
した o その 結果 ､ 明薩 に C王N 8 5と Lyn 及び Hekとの 結合が確認きれたo 従 っ て e王N8 5穏何れか の
艶efa milyk皇n 蓬S eに選択的に碍合するの で はなく､ 普遍的妄こ 鮎c払 nilykin 魚島eをこ結合すると考えら
れたo また ､ 糞沈した V5-C王N8 5 のバ ンド幾度から､ e 賞M細胞 中では比 較的 鮎eと複合捧を多く形成
して い ると考えられたB
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- 3 C ERi N5･C ⅠN8 5及び U937tV5-CⅠN8 5細娩申で の ST Cfa milyk皇n 盈S eとe重野85の結合
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2-3･ 3 e E M緬巌 申ぞの e圭鰐呂5複合棒形 解析
e王N8 5はそg3S H3ドメインを介しで C態呈と結督し∈i3ち またぎ漁民 を介しぞ ㌘王3一 段 p85a と結合す
る【43】昏 従 っ て ､ 次 に各種 e量N 85 東条篠平で の e王国8 5複合体形成を解析したB 各種 e‡野鶴 東夷棒
を発現する CEM 細脇 の抽出液を､ 抗 鮎e 抗体 も 抗 e b王統捧 ､ 及び抗P王3-毘 p8 5戊 抗体で免疫沈降
したところ､ V5-eIN85及び V5･C王N85- dSH3 A Bはニれら全てと轟沈した o V5-e王国8 5-S H3 鬼岩e ぼ
Cblと黄沈したが Sre及 び P王3-監 p85筏 とは薬沈しなか っ たo
- 方 ､ V5- e董N呂5-盛S H3 鼻毛e ほ 鮎c 及
び P王3- 昆 p8 5α と黄沈したが C blとは発沈しなか っ たe また ､ V5- e王国 鮎 -dS H3遠野昆民 は いずれとも典
沈しなか っ た(Fi欝. 望･4)o 三れらの 結果 は既報【1, 4 3】に合資して いたe
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望-3- 凄 内在性 C王N鮎 と 鮎e との結合
ニれ濠で に eEM 細脇 率で 内在性 狩 鮎e と外来性形通解発現きせ た 腎5-∈董N 鮎 が鰭督する三と
を示した8 ニ三では ､ 内夜性 の CⅠ国8 5も同様を三内在性野 STeと結督することを示ず e ぎ量g` 望- 5喜こ示すよ
うに ､ G E M /c e ntFOl細飽 ､ 及び C E 封fV5- C王N 8 5細胞 の 細胞抽地液を抗 S若e 抗棒で免疫沈降すると
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2-昌･ 5 形質転換きれた e E M細胞の T国ぎ- 鎧 感受性
鮎efa milykin a 昏eを阻害すると∈E M細胞の TN ぎー a 誘導アポ卜 - シ スが促 進きれた(F皇g. 望- 望)
の で ､ C ERi細 胞 で の T 封F･ 珪 誘 導ア ポ鞍 - シ ス に 溶 ける eⅠ討8 5 の 関 与 を調 べ るた め に ､
C E MⅣ5･C王N8 5細胞を伺 いて T野F･ α 誘導アポト - シスを調 べ 怒e 独立 して構築きれた 3 つ のタロ -
ン に つ い て T N F･ α によ っ て 欝 導される細胞 死 を調 べ たが 汚 い ず れ のタロ - ンも ヨ ントロ - )レ細 胞
(C E M/e o ntT Oi-)と比較して 呈0分 の 1 以下の壌魔の T NF- α で アポト - シス が誘導きれた 軌g. 2･ 銑
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-6 C 濫班iV5･CⅠN85藤娘の TNF･ α に誘導されるアポト - シス
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次 に CIN85 の各 種 虎 夫 捧 ( V5･CⅠ対8 5-dS H3鬼B ㌔ Ⅴ昌一C 王国鮎 ･S H3A B C～
V5-C 王N 85･d S H3ÅB C､ 及び V5-C 王N鉱 一d S H3dP R R∋を恒常的を≡過剰発現するC E ㍍細娩を涌 い て ､
これらの 細飽の T N F- α によっ て誘導される細逸 死を劫定したo Fig. 望･ 7 にこれら各種欠失終 の細砲抽
出液中の V5 標識タン パク質をウェ スタンプロ ットで解析した結果を示し､ Fi誓. 望鳩鬼 に ､ T 討嘗- α によっ
て訴導される繍飽死 を測定した結果を示したo CE MiV5･C王N鮎 細娘は ぎig. 望-6 の結果と同様 にコ ント
ロ ー ル 細 胞 が アポト ー シ ス を誘導される 1iiO濃度 の T N F･ α で ア ポト ー シ ス 表芸誘 導きれ たo
eE 班fV5･C 王N85･d S H3ÅB 細抱及び C E 泌 V5-C ‡討8 5･S H3ÅB e細臆がアポト ー シ スを誘導きれる
T 紺F･ α の濃度もコ ントロ - ]t,細愚に比較してホさか っ たがC E 島野V5･C 王N 鮎細娘 のそ艶よ9 も東きか っ
たo しかし､ C E MjV5･C ⅠN85･d S H3ÅB C細鹿及 び C 濫RiiV5･C王N 釣
･dSfI3dP R 洗細胞 がアポト - シ
スを誘導きれるT N F･ α の濃度は コ ントロ ー ル 細泡と同じであっ たo 従 っ て ､ e玉村85 の管国F- a 誘導アポ
ト シス の僅逮効果 に碍､ 3 つ の S H3ドメインが遊須であり､ P 逸民も十分な寝巻効果を示すために産婆
であっ たQ - 泉 Fig. 2 儲 に示したように ､ ニれらの 細胞の 抗 だD9 さ抗体 によるアポト
- ジス誘導効果
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T民兵F i･Sぎe･ e王国8 5複合俸の形 で結合し若 いる≡とを明らかにじた昏 次妄芸､ C E M緬飽 率で S若e'e‡鰐8 5
複合体の 管紺FR l - の結合が T 鰐F･ a の潮激を乙応答して いるか否かを試験したo eE裏釘腎5-e苦鰐鮎 細
胞を1喝/mle 3TNT
-
a で Ie分間利発し､ 誉田ぎ民1 複合体をこ結合して い るV5･e王国鮎 及び 艶e の 量
を無刺漁時と比較したと三ろ､ ∇5-C 王国8 5g3結合 藍は無刺激時節 i9 9%妄三､ Sぎe 鍔結合塵ほ 呈5 呈%を芸
増加してい た 軌g. 2-1鈍 従 っ て 号 C E M細胞 中では ､ C王国8 5とSぎeほ TN ぎー a 形鋼藩 に応答して複合
体を形成し､ TNF 昆1 に結合すると考えられた8
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Fig. 2
･ 15 T N F･ α 部数 によるC王N8 5複合体 の変化
T he inte T 邑ぬo n of T N F 毘I a nd もbe C壬N85･S若C C O mPlex is F egtila毛ed by 呈皇宮a n遠
binding. C E M fV5
･e 王N8 5c ens w e r e毛T e 汲もed wi 也I ng/mi 習封ぎ
-
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of e王国8 5
,
T N ぎRla nd Sr cin 塊e C el iys aもe s.
シグナ ル 転遼はタンパ タ質 - タン パク質相互作周とともにテロ シンジン酸陀毒こよっ て伝達きれる¢
次に Sr c卑ナ - ゼが TN F･ α 刺激をこよっ てリン酸托されるか否かを縫課した¢ e E 班7腎5･C壬N8 毎及び
C E M iee nもr ol藤娘を呈O 喝imiの T N F･ α で弼激し､ その 細痕抽出液を抗 鮎 e抗序で免疫沈降し､ 貴
沈した免疫複合体を解析したe Fig. 2･ i6に示したようを芸､ 両方の 細脇ともT 国ぎ･ 鐙 刺激をこよっ
i
eST E鍔
リン酸柁 は増加した ｡ また ､ ST eと典沈した e王N酌 または V5-e壬N鮎 ､ 及び C態iの 畳も明らか に増親し
たe - 方 ､ 抗 e bi抗体で免疫沈降した場合には ､ C も呈と轟沈し藍 e重野8 5濠た揺 V5･e喜好8 5 狩豊は
T 紺F･ a 親藩によっ て変化しなか っ たQ 従っ て ､ T N F･ 鑑 刺激に応答して T N ぎ民主複合終に結合した 艶6
萎まリン酸化きれるとともに ､ Sf e- C王N8 5､ STe･ ebl複合棒の盈を増男ロきせるo - 寿 ､ e重野8 昌一e 態豊穣督捧
の 盈は T N F- a 聯教に応答しなか っ たo これらの結果から､ e王N 85 揺 e態l と恒常的をこ結合して 海野､
警N F･ 鑑 弼故に応答して 菅野ぎ民主複合終巻芸 艶e を介しで結合し㌔ Sぎe､ G重N8 5及び e態量将 選者招 複合
凄9
俸を形成すると考えられるo - 方 宵 e 賞翫ie enもTei 細胞f･芸おむ㌔若 ､ 警鰐ぎ- 鐙 瀦激妄芸応答し首形成きれる
鮎e- e ‡N 8 5複合体の増加盈が ､ e 琶MjV 5-e茎N 8 5細飽野 若れより態少なも､傾 向が認められ藍が ､ こ艶
ほ緬胸中の C王国8 6発現盈が e 濫M/e o醜 ぎe呈緬勉率で ほ e 琵誠i腎5-6喜討8 5細脇よ撃も少なut恵めと考え
られるo
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- 16 T N F･ α 聯激によるSFe のリン酸化とCⅠN8 5複合捧 の変柁
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望･ 3-11 管NF･ a 弼激を三よる生存シグテル の変柁
警N F- a はア ポト - シス餅導シグテ ル の 飽を三､ 鞘ぎ- K選句 脳底㌘琵 及 び ゑ恵もとも㌔ っ た抗アポ巨 - シ ス
シグナ ルも活性化するo 従 っ て ､ 奉研究の最後に三れらの抗アポト - シ ス シグナ ルを芸対する e王国8 5 の
影響を調 べ たo C E M N5-G 王N鮎 細胞及び C EM!c oぬ o呈細胞をま8ngjm旦の T紺F- 鑑 で潮藷し､ その
細胞抽地液中の 国F･ 推B活性を､ TT a n S･鼻紙 鰐F- KBp50aぬ v aもio nki恵娩e T壬VE ”_O管玉ぎ)を 鄭
､て
潮定したと三ろ､ 両方の細鹿 で明らか に N F- KB 活性ほ増強きれていた伊豆g. 盟- ま粍 また ､ 弼じ細巌抽
出液申の 知慮P 監の活性化を､ 抗ジン酸柁 M A P 監抗体を熟 ､て濁定したとニろ､ M 盈P 監の 富民琵 及び
JN荘は両方の細簸で 同じようにリン酸托されて いた(Fig. 2-i 8及 びF皇g. 望
- 1執 しかし､ 抗ジン酸托 鬼女毛
抗体を剛 ､て Å恵もの 活性化を調 べ たところ､ C E Mje o nもT Ol細胞 ではリン酸化 鬼k毛為増 親して いたが ､
C 冨M N5･C王N85 細 塵 で は 減 少 して い た(Fig. 望･ 2O)o 一 方 ‥ ∈E MiV5-e王国8 5 細 胞 及 び
C E M !eo nもr ol細鞄を無息 清の R P MI1 64 O培地中に - 晩置い た後に T 甜F･ a 刺教を行うと､ 両方 の細
娩とも著しいリン酸化 Å恵もの 増力日が起こり､ Fig. 望 儲 に示 したようなC E MiV5-C王N朗 細簸 でのリン酸
柁 A ktの抑制 は起こらなか っ た(Fig. 2･ 21)e
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･ 17 T N F- α 弼激をこよる N F- 鑑B の活性柁
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第4節 考察
C E M細胞 は ､ T N T- α 及び抗 C D9 5抗体によっ て ア 軒 - シス が誘 導きれるo そして 鮎e 払 mily
k皇n a s e選択的阻害邦 ㌘P l蔓こよっ て 菅野F- α に感受性 が強くなるe しかし抗 e D9 5抗体蔓こ対する感受
性は PP呈 によっ て影響を受けないことから､ 鮎efa m量iykin 盈S eが C E M細逸 に溶 いて T 紺ぎ混i からの
シグナ ル伝達 に何らか の 関与をして いると考えられた専 従 っ て 鮎e fa mily k皇n 盈S eに結合するアダプタ
- タンパ ク質 C王国8 5の TN F 民1 シグナ ル伝達経路に対する役部を調 べ た o 最初に e E RifV5･e玉野鮎
細胞 中でどの Srefa mily kin a 墨eと C王N8 5が結合するかを調 べ たと三ろ､ 調 べ た 6 種類全ての 鮎e
fa milyk呈n a s eと結合したo 鮎cfa niykin a s eは相互 に溶互 い の機能を靖完ずることが麺られ て いる¢
従 っ て CI封8 5ほ 鮎cfa milyk皇n a s eの機能全般 に関与し得るo
CⅠ紺8 6を過剰発現す尊CEM fV 5･e 王N 8 5細胞 ほ T 鰐F- α に対する感受性が強くなっ たo C 王N85
の 各種東夷捧を過剰発現する CERi細魔の T NF･ α に対する感受性変化 の結果(ぎ皇g. 2一 弘)は ､
CⅠN8 5の 3 つ の S H3ドメインがTNF- α に対する感受性 の増強に必須 であるニとを示 して いるo すなわ
ち ､ 3 つ の S H3ドメインを喪失した V5･C王N8 5-dS H3感 C は T 討嘗･ α に対する感受性 に影響を与えな
い し､ S H3 ドメインを2 つ 欠失した V5･C 王N8 5･dS H3A Bの感 受性増強効果は V5･C 王国8 5より弓弓か っ
た o
- 方 ､ 3 つ の S H3ドメインだけを持 っ V5-C ⅠN8 5･S H3ÅB Cの感 受性増強効果は V5-e 王国8 轟より
弱く､ これ捻 P 現況も充分なT N F･ α に対する感受性増強効果を示すた 捌 こ必要 であることを示して いる昏
以上の結果は ､ CIN8 5の T N F･ 鑓蔓こ対する感受性増強効果ほ ､ S H3ドメインとP R Rの 両方が巌要で ､
これは C三河8 5 のアダプタ - として の機能が彪要 であるニとを示して いる昏 この ことからCI 国85が S H3ド
メイン で Cblなどと結合し､P R 監で 鮎cや PI3･琵p8 5α などと結合して複合体を形成することが患要 で
ある可能性が想像されたo
C f: ”/V5･C王国85 細胞は T 阿F- 伐 に対する感受性増強効果を示すことから､ C 壬討85 のTNF 混1
シグナ ル 伝達複合体に対する結合性を調 べ たo TN F Rl シ グナ ル 伝達複合体を形成して いるタンパタ
質群の 申で ､ C I国8 5は T RAD D!T R AFllT R ゑぎ望Ic五感 1と複合捧を彰成し､ 昆王P 及び 酌曳かD とは複
合体を形成しない ことが判明したo F A D D は C D9 5 シグナ ル伝達複合体の 中心的タン パタ質であり､ こ
れと複合体を形成 しないことば ､ C E MiV 5･CI 国8 5細泡が抗 e D9 5抗体に対する感受性を変化させな
いことと符合するo また､ RIP と複合体を形成せず ､ T 民度ぎ1i2 と複合捧を形成したことから､ e王国85ほ
T R ÅFを経由するT N F R1 シグナ ル 伝達に関与して いる可能性が示されたe
更に詳細 に CIN85 のT N F 民1 シグナ ル 伝達複督終に対する直接の結合性を調 べ るた終 に ､
29 3T 細飽を用 い た其発現系で ､ 2 つ のタンパク質問の結合性を試験した｡ その結果 ､ T 野F 罷1 の細胞
内領域は SFCと結合するが､ C王N8 5､ C bl及 びP王3･ 監p8 5α と措置按結合しない o また､ 鮎eはT 最良ぎ旦
とも直接結合するが ､ CIN8 5は T 温良ぎiを含め ､T W B､T R 鬼ぎ望 及び c王慮P息とも直接接合しない o
畿に ､ C壬N8 5結 鮎eを介して T N ぎRl に結合するo 一 方 ､ C 王N8 5捻 ､ C bl及び P量8･ 尾野鮎 α と直接結
合するo C bl は Sreからの シグナル 転達下流 に位置して SF eの 基質と怒ることが知られて いるf守弘 従 っ
て ､ C IN8 5は Srcを介して 晋N F 毘1 シグナル 伝達複合棒に含まれてお琴､ T 封ぎ混1からの シダテ ル を､
Sぎeを介して受け取り､ e blまたほ P王議･琵 に伝えてい ると考えられたo
奉セクション では T 封晋- α は S托 を活性す巳し､ 蔭性化された S警e は C王国鮎 とe 態iを引き寄 せるこ
とを報告したo T N F Rl から伝達された生存シグナル萎まt;E M iV5-C‡野郎細娩とe 濫封ieenもぎe呈細胞 で
は 同じように 甜F･ 忘臥 E R E及 び J N 琵を活性托したo しかし, 蝕もは e E Hie o nもぎOl細胞で ほ活性托し
昏逮
たが CEM iV5-e王国8 5細胞 で 穏活性を減弓§したe 従っ て ､ C E MfV5-e重野85 細胞を芸お 狩る 菅野嘗･ a 感
受性 の 増強ほ ､ 鬼返t 清隆 の 強弱妄芸よる可能性 が考えられた 8 - 方 ､ 管N Fフ ァミリ - に属する 毛tim e T
n e e 君O Sisfa eto T- Tぬもed 盈etiv 盈も皇on ･呈n ぬe ed eyもokin e(T 昆鹿討G Eラ及び CB凄8 1呈gan或は ､ 鮎 e を活
性托し､ 活性柁きれた Sreは CblとP王3i琵 を引き寄せ て ､ 結果的をこ鬼恵もを活性化ずること盛琶韓告きれ
ている【了3, 79, 8 O】o また､ epide r n algf 8Wth fa ぬ T 縫G Fラが 鮎宏一 C b豆･ PⅠ3- 昆 複合体蔓芸よるシグナ ル
伝達によっ て Åktを活性イヒすることも報告されて旨､る【81】c ニれらの観点は ､ e 重野鮎 が 鮎e- e態呈-P王3i昆
複合体をこ加わり､ TNF R1からAkも - の シグナ ル 伝達を修飾して いる可能性を示唆するo
E G Fレ セプタ - や e･ 封 eものシグナ ル 伝達妄こお い て ､ C 王国8 5は C もl及び en盛e野h皇Ii温 と複合俸を
形成し､ レ セプタ - の エ ンドサイト - シス を促進することが帝告され てい る至繊 5銑 ニの現象を起ニすレ
セプタ ー からの シ グナ ル伝達は ､ レセ プタ ー キナ - ゼから始まり､ eblからG王国8 きを介して e ndoph量l量n
- と伝達されるo 奉セクシ ョンで ､ 非キナ - ゼ型の レ セ プタ ー である T 節 監i からの シグテ ル 伝達 軌 葬
レセ プタ ー 型 の キナ - ゼ ､ 鮎 cからCⅠN 85を介して C もiに伝達きれるニとを明らか妄芸した ｡ 更に ､ e王N 鮎
は Å返t活性を強弱することで TN F･ α 感受性を増強する可能性を示 したが ､ これほ Go u毛らが帝督したち
神経細胞にお いて ､ Rtlk の過剰発現が n e T V eg若O W放 免 ぬ F(封G F) に反応して 起こる P壬3- 監娩ぉ宅
活性化経路を阻害することによっ て アポト ー シ スを誘導する知見【4 3ほ重ね合わせるニとが できるo す恋
わち, CEM 細胞にお い て ､ C IN8 5の過剰発現が T 国F一 錠 によっ て引き起こされる 鮎eからe blを経由
して PI3･ 琵 に至 るシグナル 伝達経路を阻害して Åkt活性 の減弱を引き起こす可能性が考えられるe
本 セクション で は ､ CIN8 5 の新しい 機能を明らかを還した o すなわち､ C王国鮎 は Sre を奔して ､
T N F Rl シグナル 伝達複合終に含まれるo さらに ､ Sr c･ C王N85･e bi 複合体を介するシグナル伝達 によ
っ て ､ Å藍t活性化を修飾して いる可能性を示したo
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Fig. 2
･ 17 T N F Rl 複合体 - の CI N8 5結合モ デ ル
C EM/c o ntr ol細胞では CIN85･Cbl複合体が少なく､ C bl単体が多い ので T N F Rl シグナ ル 伝
達には CIN8 5の 影響が少ない . C E M /V5-C IN8 5細胞 では CIN 85 が過剰発現しているので ､
CI N8 5･C bl複合体が多く, T N F Rl シ グナ ル 伝達に CI N8 5の 影響が大きい ｡
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第 3部 単純 - ル ペ スタイル ス増殖抑制を三関ずる検討
- eI紺8 5は HeLa 細胞中で単線 - ル ペ スタイル ス の増殖を鞠制する -
要旨
C玉野8 5ほ N 未 に 3 つ の S H 3 ドメイン ､次い でプロリンリッ チな領域iC 末をこ e o主星ed- e o姐 ドメイン
を持 つ アダプタ ー タン パク質であり､組織 に広く分布 し､多くのタン パク質と複合棒を作るoST C 払 mily
監呈na 紀 の 一 つ ､ Eek は自然免疫に重要な役割を担 っ ており､これも C王国8 5と結合するo我身 揺 HeL盈
細砲 申で単純 - ル ペ スタイルス(H SV)の増殖に関わる C王N8 5 の新しい機能を見出した｡V5･e 王国鮎 杏
fieLa 細鹿に通解発現きせると H SV感染によるプラ - タ形成を減少きせ ､H S Vの 増殖を減少きせた岱
更に CIN8 5の P R R領域を HeL盈 細娩 に退潮発現させるとH S Vの増殖を締翻したが 3 つ の S H3ド
メインを過剰発現させた場合捻 H SVの 増殖を鞄刺しなか っ た oV5- C 王国8 5及 び P R 混を適勲発現させ
た HeLa 樋脇の ､ HSV･ 1 感染妄こ対する感受性をまコ ントロ - ル 細逸 に比 べ て 呈10 0に減少して い たo
Cf!0･監1 藤娘 に単純 - ル ペ スタイル ス が侵 入する際 に結合するレ セ プタ - ､ 飼えぱ he TPe 長 官汝u s
e nもTy
･
m ediato rÅ(袈V E嘘を導入するとH SV 感染に感受性になる¢ この H SV 感染に感受性となっ
た C H O･監王 細臆 に C王国8 5を過剰発現させると H S V･1 の増殖を舜翻したo しかし､ C Ⅰ甜轟5 結露接
技V E Mと結合しなか っ たことから､ C Ⅰ鰐85 はウイル ス侵入遠軽を阻害せず ､ むしろ侵 Å後の増殖過程
を阻奪して いるo 以土より､C IN8 5は H SV 感染に重要な後部を担 っ てい ると考えられるo
5守
* 1* *%
ヘ ル ペ スウイル ス科は α ､ β ～ γ の 3 つ の 産科よ9構成きれ ､ 全ての脊椎動物から昆虫に旨､たる
まで約 呈3 0種類が分離きれて いるo 単純 - ル ペ スタイル ス(H S V)ほ 排 - プレペ スタイル ス の 寧で最初に
発見きれ ､ 1撃 (H S V･ 1ラと望型 (H S V･ 望)の 2 つ の血清墾が存在し､ α he TPe BV主君tl 昏 Su転fa m主星y に分
類されるo H S V･ 呈 は薗肉E3内寅､ 口唇 - ル ペ ス ､ 皮膚 - ル ペ ス ､ 角膜 Jr<qq)レ ペ ス ､ - ル ペ スB醤衆､ 陰寮
- ル ペ スなど多様な病像を示 し､ H S V･ 2 は 主に陰部 - ル ペ スの 病原棒となるe H S V 萎ま上皮舞曲 - 形
初感染後 ､ 三叉 神経節ある旨､は坐骨神経鱒に終生緩く潜伏感染を起こし号 再活性1ヒ( 再発) を繰り返す
【82, 8 3】o このようなH SV 感染は ､ 易感染性患者 にほ凝感象 ･ 再発ともに生車 の免機となるo H S V感染
症に対するワクチン ほ未だ 開発きれておらず､ H S V感染症 の 治療にはアシタロピ ル などの抗 - ル ペ ス
タイル ス期が成層されているが効力は十分とほ苦 いがたも､e 従 っ て､ H S V感染防御法や H S 習癖原牲
の液導引ヒ蔭の 開発 には大きな興味が持たれるo
ウイル ス の感染 ･ 増殖サイクル 絃 ､ 初 捌 こ宿主細胞表面 の特異的レ セ プタ - にウィル スが結合し､
細地 内に侵入することから始まるo その後､ ウィル ス核酸が細飽 内 - 放出され ､ ウイル ス特異的タン パク
質及び核酸 が合成され ､ そして新しいウイル ス粒子 の 形成が行われ ､ 最後 にウイル ス粒子 が細盤外 -
放出されるe HS Vと結合する宿主細胞表面の 特異的レ セ プタ - にほ ､ H V E 封紬e fPe S東方敬啓 e nもry
m ediaもo yゑH8も 鮎】､ 汲e Ctin 惑【8 6】 そして 3-0･stMona毛eddefiv&も呈ve s of hepa E 盈n 番威包もe【き71が
知られて いるe H S V ほこれらの レ セプタ ー と結合し､ 細盤 内に浸Åし､ 按内蔓こその ゲノムを放出するo
H S Vのウイル スゲノム ほ約 ま5∈泡bp の線状望本鎖 D N 盈であり､ 約 轟8種類 のタンパク質が コ - ドされて
い る8 これらのウイル スタンパ ク質をコ - ドするウイ)I,ス達転子 はその発現時期によっ て 3群に尭別きれる8
最初に遺伝子発現制御田子などの益毛王m m 威 aもeEa Tly;王E)遺伝子群が発現し､ 次い で主音こウイル ス
ゲノム の 複製を行うβ嬢a riy)達転 子 群が発現 し､ 最も遅れてカプ シドを構成するタン パク質などの γ
(Late) 遺伝子群が発現する｡ これらの発現はカスケ ー ド状に朝解されてむ与る【883｡ ニのようなタイル ス因
子 ほ ､ 宿主細胞鶴 の多様なタン パク質と相互作用してそ鈍らを潮解することによっ て 自己の 増殖 に利用
し､ また宿主細臆 の防御因子を抑制しているo
C ⅠN 85 の発 現 は幅広 い組織分布を示し､ 多種 の タン パク質と結合す るさ 従 っ て も e 玉野8 5が
H S マダンパタ質と結合したり､ C 王N8 5の 結合パ - トナ ー が H S V タンパタ質と結合する可能性をま十分予
想されるo 事実､ ごく最近 ､ CIN8 5が王C POと結合することが報告された【8銑 また ､ e王N8 5と結合する
Hck は自然免疫に重要な役額を担 っ て いる【i 7,20･望2】o 従 っ て ､ CⅠN85が HSV の増殖に何らか の 関
与を及 ぼして いるか 否か は 大変興味深 い o 第 3 寮 で報告する研究 の 目的 は ､ H S 腎感染にお量子る
C王N85の鞍部を解明することにあるo 本セクションで ほ ､ C王国8 5を遠勲発現させた HeLa 細盤 で H S V
の感染が抑制されることを示すo
島8
gC
叫
樹 禦 無籍
.
鰭
中L 一 一中
Ce”rTEe mblarTe
CelI6U rh- 8
琵T,
e
a,
og
a
'
n
y買主て.て
8 h d叫
腰
i;.
1 4?
qD
畔y
】
〔
‥ver.I.T N FIN G F
re 搾Pl αtLnTi叶
u●mbr h fLJJ加l
b
儀
WrtJi･rnedlAIGd
'
[n17a 亡el山IaF
rLiaJly
一■■■■‾
亡¢aTさdg8 n 耶 B
qTIF
′
gB And dherE)tgH ･ ～-)
Nud申alpα e
1 ■
●
Nud4 Lb
:
'
*l:. 恥
v'TaJOly⊂叫 rOEelnS
ノヽ :Lh
-
L∴uこ∴甘 心 ｡e
I
ノ
如 rLudeu mqnb 都 亡
i-i jf＋ 5 =-I 了‡
} j I
-
-
c LO {ytOhJ:VeSlde
)
qtoplaSrn ⊂呼 出d ′
v
～
ヽ ー
T he Ho mepage of Dr. E dw a rd K Wagn e rから,fIS Vの 侵入(左)と放出( 右)
59
第 望鮮 材料と方法
3-2･ 呈 材料
細盛培養周培地として ､D M E 鮎(Sign aラ､ E喝Ie
'
s M E 鮎n edit2 m 如 ERi;日東製薬き号ぎー1望
nutTie nも miEぬ r e m editl m(E 鬼凹;G王B C O B 民臼 ､ ぎ塁S(G皇態coB R L) を鄭ちたo 形質転換緬亀 の
選 択 周抗 生物質として ､Bl盈8t皇eまdin S(フ ナ コ シ)ち z e o e皇n (王n viもぎ喝 e n)及 び 欝e 汲e毛量e量n(G重患eO
B R L) を声恥､たoウサギ抗 C王N8 5抗体は 2･ 2-望 項で述 べ たものを使用した や HR P標識抗 v 5抗棒は
In v皇毛君8ge nから､H R P横磯抗 F L A G扶観まSigm 急から購Åしたo 玩 H V E Ri抗体隠 Sa nも盈 CT 隠Z
Biote chn ol喝y から購入したo H R P標耗抗ウサギ王gG 抗体ほ ､Ceま呈 鞄 n 盛 喝 Te ehn o呈o野 から単為
し て 使 用 し た o La etaもe dehyお 喝e 投a S e(L D H)測 定 用 に Cyぬ 取笈 96 国o n･ 毘盈dio 盈威v e
Cyt 虎o xicityAS S AYkit(Pro mga) を用 いた8
3･2･ 望 藤娘及 びウイル ス
ヒト ee T V短 孟de n o c a r cin o ma HeLa 2望9(HeLa) 細胞と 盛 ic 盈n gr e e nm O盛 野 ki血 野
馳 robla昏tVe T O(Ve T Oラ細胞は大 日本製薬から購Åし､ 王0 %F B S添廟 DRi賞翫培地で耗代 事培養したo
C hin e s eha m盛ef O V 盈ry(C H O-El) 細胞ほ He aithScie n c eRe 8 e a 托h 毘e 8 e 駁 e e SB盈n恵宅H S 農民B,
Os ak盈
,
ゐpa n) から購入し､ 10 %F B S添加 技鬼財 e8 nもaini喝 培地で継代 事 培養したe
単純 - ル ペ スタイル ス 1型H F株(A T C C V 混･ 望6 0) 及び単純 - ル ペ スタイ)i,ス 望 型株(慮晋e e
V R･ 540)はA血 e Tie 象n顎噛e CtAit硯アe Coneeぬ nAゝら購Åしたo各ウイル ス は､望%F B S添加鮎E 朗培地
で培養きれて いるVer o細塵 中で増殖させ ､3回 の凍結融解によっ てウイル ス液を回収した8 回収されたタ
イル ス液の力感は ､$0% 絶縁培養感染量(50 % もi8 S u e e uittlf e皇盟fe etio u Bd8 S e:T e王D5e)を測定し､
H S V･ 1 が 3.4 x 107T CID5 O!ml､ HSV･2 が 2. ま x I O6T C王D5d斑呈であっ た¢TC‡I3さOの灘 定萎ま以下のよ
うに行 っ たo9 6ウニ ル マイクロ プレ - トにVe yo細巌を巻き込ん で コ ンプ ル ニ ントな単層培養細盛を調製し
たoウイル ス液は 2 %F B S添加 M E M培地で 呈0倍ごと8段階の肴釈を行っ た8Ve 和細抱 の培養土清を亀
甲除き､これにウイル ス液 の各番釈液をo-1mlず つ 添寿ロ(n =き)し､3 7℃ で 4 日間培養したc培養擾 ､望%ホ
ル ムアル デヒド添加 o.o2%クリスタ)i, バ イオレ ット凍溶液を加えて細娩を染色'固定した8細脇変性効果
(C P E)を起ニして いるクェ ル を陽性としてT C王D5昏を昆e ed盈ndA hn ch蔭【9 8】で算出した 苛このH §哲旦夕
イjレス液はVe r o細盛 に対して ､ 2,望 x 107plaqtl e-fo F m aもio n t niもs(P F覗izn叉のプラ - タ形成態を示し
たo
3 督 3 発 現 ベ クタ - の 搾製
Bla 8tieidin S を選択 マ - カ - に持 つ ､ V5標識されたeI封85の発現 ベ クタ ー を以下 のように汚
楽した¢CⅠN 85の cD N 盈フラグメントをpE Fify5･C Ⅰ紺お∈i せ 4で作製きから BB mH Ⅰ及び 盈 盛重で
切野出し､pE F6iV5･H is C(王n vitr喝e n)の 戯 mH IiEc BR王サイトに挿克 した(pE ぎ6fV轟･C王N轟きき¢
pE FliVさ･C IN8 5･d S H3dP 民R､ 及 び F L A G標織された P 漁民(F L 鬼G･e王N8 5ゼ逸民; アミ}酸浅 基
331･鍾5呈) とF L 鬼G標敦された3 つ の S H 3ドメイン(FtiA GIC 王国85-S H3Å迅e;アミノ酸残基1一語3Oきの そ
れ ぞ れ発現 ベ クタ ー の 作成 ほ 1･ 2･6 で 述 べ た 昏 V5 標 聴 きれ た 琵Ⅴ霊的 将 発 現 ベ クタ -
(peD 討Å3.11G SiV5-H V 霊M, ele n e王D#き 民G8 00 78 唾き経 ､王n vお 喝e nから購入したo
68
3さ望･ 4 HeL盈 細胞 の形質転換
1Ⅹ107個 の HeLa細胞を≡ 18jlge3各発現 ベ クタ - を 孟 レクトロボ レ - シ ョ ン で 導鬼した e2 日間培
養後 ､各線飽培養液 に終濃度 望将Im呈のB呈a 8も豆e皇d豆n 畠(p藍ぎ6fV毎- H皇s C頗)または e-8 迅gjni の
geneもiein(pE FliV5･His C及 びpF LAG
･C MV･ 鍾周) をカ日えて 各形質転換細泡を選択したoそ の後 ､ 各
形 質 転 換 細 胞 の Ⅴき･CI甜85 ､ V5･ C 王国8 5･dSH3dP漁民 ､ ぎL 鬼G･e‡鰐8 5-P 監R 及 び
F L AG-C王N85･S H3A B Cの産生態をウェ スタンプロ ットで確認した後 ､ 限界希釈蔓こよるクロ ー ニ ンダを 望
回行 っ て 細胞株を確 立した ｡ 同様 な方蔭で空 ベ クタ - を導Åして コ ントロ - ル 細娘とした¢確立した細脇
株は以下のように称するo Bla Btieid主n S で選択きれたV5･CⅠ封8 5産生細飽株及 びその コ ントロ - ル株
をHeLaN 5･C IN8 5･B S及 びHeLa]e e ntT Oi･ BS と称しi ge n eも皇cinで選択きれたV5-C 王国85産生細勉棟
及びその コ ントロ ー ル 株をHeL昆′V5･C IN鮎 ･G N及 びHeLalc o nもT O呈･ G 阿と称するo
3 せ 5 C壬ま0･ El 細胞 の形質転換
CHO･笈1藤娘ほ ､ HeLa 細盛と同様な方法でpeD N Å3.1i G SiV5-H V EM を孟 レクトロ ボレ - シ ョ
ン で導入し､ 1 mgjmlの z e o cin で選択し､ V5･ E V E Mの 産生をウェ スタンプロ ツFで寝課 し､ タロ - ニ ン
グを行 っ た o そ の 後 ､ H SV･1 を感染させ ､ プ ラ - クを形成す るタ ロ - ン を選 抜 した e こ れ着こ
pE FliV5
-CI N 8 5を導入し､ 王 mg/niの ze o c皇nと0.8 mglmlの 酢 n eもiein 存在下で養沢培養を行 い ､
V5･H V E M及 び V5-C IN85 の 産 生 をウ ェ ス タン プ ロ ットで 建 課 し ､ タ ロ - ニ ン グ を待 っ た
(C H O-荘17V 5-H V E MfV5-C IN85)o コ ントロ ー ル 細鹿経 国様 な方法 で 空 ベ クタ ー を挙兵して作成した
(C H O･Kl/e o nもぎOl;pcD N 鼻3.まIG S 及 び pE FICiV5
-Hi昏 C を 導 入 ､ C H 8-監1iV5･ 琵V E H;
peD NÅ3.1iG StV5
- H V E M及び pE FIC 符5-HisC を導入 ､ C H O- 琵IiV5-C 王国8 5;peD 討鬼3ぷG S及
び pE FIN5
-C IN 鮎を導Åラo
3せ 6 ウェ スタンプロ ット
細鹿抽出液 はプ ロ テア - ゼ 阻害剤(pfOte a 8 einhibiもぽ 8 e O洩も盈il, Ro趨e)存在下 潤 ･P E 汲
(PIE R C E)を用い て細抱を溶解し､遠心労離して調製したo 得られた細胞抽出液を 1-2-lO に示した方
法でウェ スタンプロットを行 い ､ 解析 した｡ 免疫沈降ほ i･2-8 に示した方蔭で行 っ たo
3･ 2･ 7 プラ ー クアッセイ
形質転換されたHeLa細胞の コ ンプ ル エ ントな単層培養細娩を 12ウニ ル プレ - ト暮こ調製した｡ニ
れをM E M培地で 1回洗浄した後､0.望rnlのH S V･1薄 綿 霊 IO望T C王Dsei0,望nu w eb)またほH S 野望液
く呈.望 x le蕩T C王DseiO.2 mljw en)を各ウニ ル に添加して 37℃で 1 時間反応させた¢ そ野 複 -タイ)レス液を
取哲除き､望ml の 0.6%メチル セ ル ロ - ス 含有 2%F B S添廟鮎E 鮎培地を各タェ 舟 に重層し､H S V･ 1 の場
合萎ま3 日間､H S V･2 の場合揺2 日間 ､37℃で培養した串培養終了後､培養液を取苧除き､望%添プレムア ル
デヒド添加 o.o望%クリスタル バイオ レット永溶液を加えて細脇を染色 ･固定した後 ､形成きれたプラ - タ資
を計測した(n =3)oCHO･E1 形質転換締飽にほ同様に単層培養細胞を搾威し､ これを三ゑ姐培地 で 豆
困洗浄した擾､o.望yni のHSV･ l韓(1.望 x lo鐘T e壬B8Q徽望 miiw el冶を各ヴュjt,に添親して3 7℃で 量時間
反応きせたoその 後､タイル ス液を放り除き､望miの 0.6%メチル セ ル ロ - ス含有 望%F B S添加法泉関培地
を各ウ三 ル に重層し､種 目閤 ､ 37℃ で培養した¢培養終了後､培養液を取撃除き､望%ホ ルム アiレデ巴ド添
61
加 e.8 望%クリスタル パ イ浄 レット永溶液を魂 えて 細胞を鞄色 ･ 韓定した後 ､形成きれたプラ - ク敦を酔顔
した(n≡ョ)o
3･2･8 タイル ス 増殖 曲線の 淘定
形質転換されたHeL盈細胞の コ ンプ ル エ ントな単層培養藤娘を 望4 ウニ ルプレ - トをこ調製し恕｡忘
れを規E M培地で 1 回洗浄した後 ､o.1miのH S V･ i液(呈 濫 呈O望T e壬D8OiO.呈n呈i闇 elラを各ウニ ル に添
漉して 37℃で 1 時間反応さ普た｡その 後､ウイル ス液を取り除き､丑mlの 2%野B S添旗M 濫H培地を各ク
ェ ル に重層し､37℃ で培養したo培養1 日､望 日 ､3 日 ､ 趨 日及び 5 日後に ､ プレ - トを取野出し､ 3回凍結
融解を繰り返して ､ ウイル ス粒子を培養細娩及び培養寮から回敬した(n =3ラo回聴きれたウイ]レス液 の力
感を､Ye y o細塵を用い てTGID5 eとして測 定したo
3･ 2･9 ウイル ス感鞄効率の 沸定
96ウニ ル マ イクロプレ ー トに形質転換されたHeL盈細娩を2.5 Ⅹ ie4 e e呈呈8i腎 en に巻き込み ､ 3守
ocで 16 時間培養したo 形成された単層培養細飽を 望%F B S添加M E 班培地 1 密洗浄した後､ o.i 威
のH S V･ 1 液を各クェ ル 添加したo 添加したH SV･ 1 薮ほ ､ 呈0 倍ず つ 8 最階希釈され ､ 各 J& 望.5 笈 iO速
P F U/w en 如 0王=1) から 2,5 Ⅹ 10･3P F Uiw en(M OI=i x lO･7きのH S V･ 1を含む o 3 守℃で i時間反応
させた後､ウイル ス液を亀甲除き､O.1nlの 望%F B S添加M E M培地を各ウ王jレに廟 え､3 7℃ で4 日間培養
したo培養後 ､望%示jt,ム ア ル デヒド添加 o.82%クリスタル バイオレ ット永溶液を廟えて細脇を染色 僧 定
した｡各希釈段階で 5ウニ ル ず つ 試験したo ウイル ス感染効率ほ ､ 細泡変性効果くC P 苫ラを起こして いるク
ェ ルを陽性として ､ 5ウニ ル 申の 陽性ウニ ル の朝食で示したo
3 せ 10 細胞増殖の務定
9 6ウニ ル マイクロ プレ ー トに形質転換されたHeLa藤娘を望 Ⅹ iO讃 e en8i轡 elま に巻き込み 滝 里¢%
F B S添加D M E M培地で 37 oC ､ 5 日間培養 したo l 日日 ､ 3 日目及 び 5 日白星こ 18担の 腎S
f
Ti星 濠
(Ro ehe)を加え､ 4 50n mの 敏光度を沸定して細浪費を計濁したo
3-2･ 11 L D Hの 淘定
3･2･ 9項と同様 に9 6ウニ ル マイクロプレ ー トに形質転換されたHeL盈藤娘の 単層培養細娩を作成
し ､ 形成された単層培養細塵を 望%F BS添旗 M E M培地 i 囲洗浄した後､ o.1迅呈の H SV･ i 液を
封0王=呈O P F Uieelisで各クェ ル 添加した(盟.5 x lobP F UiO.1 mli腎 e晩 37℃で 1 時間反応きせた複､
ウィ)レス液を取り除き､0.1mlの 2%F B S添加M E 班培地を各ウニ ル に加 えたo 各身 3､ 6% 9､ 王6 時間培
熱鄭こ0.0 5mlの培養土清をとり､ 新しい 9 6ウ淀 ル マ イクロプレ - トに移して ､ もf3H朝露のサンプルとし
た(n =3)o 培養上清中のL D H瀦定は ､ キット添付のプロトコ - ル に従 っ て実施したo
3- 2･1望 枕許解析
各静間 の平均債 の有意差検定捻､S ÅS(S宅急もi盛ie al 鬼m 盈iysi畠 Sy醜母 nラブヲトタ笠 ア(S 盈S
王n 8も皇毛ute王n e.きを伺い , Dti 毘n etもきsも･もe s毛 によっ て行っ たo
6 望
第 3欝 結果
3 せ 1 内在性 C王国8 5と過剰発現 e王国8 5のプラ - ク彰成蹄制効果
e三野8 5 のH S V感染をこ対する作周を確か めるために ､ 凝めを三軍5ヰe 王国85を過剰発現する 琵eL盈
緬 掛 HeL象N5･CⅠ紺8 5-B S)を作成したと三ろ､ V5-∈重野8 5の発現レ べ jL,が異怒る2 つ のタロ - ンを得たo
そ三で ､ 三れらの V5･C 王国8 5の発現レ ベ ル を内在性 C王国85の 発現レ ベ ルと比較した好ig. 3一里威 そ の
結果 ､ cl. 1 は 内在性 C王国8 5の 16倍 ち C呈一 2 揺 望 倍 の 発現 レ ベ ル であ-3 たo 次に ､ 芸れらg3細飽蔓こ
HS V･l及 び H S V望を感染させて プラ - クを形成させたと三ろ､ e呈. 1ぼ コ ントロ - ル 緒巌 の約 五!2にプラ
- ク数が減少 した が el･ 2 のプラ - ク数ほ コ ント日 - ル 細 飽と愛すとなか っ た(F短. 3一 里Bき¢ 従 っ て
V5-e王N8 5 の過剰発現がプラ - タ形成を抑制したと考えられたo - 方 ､ HeL盈M5･e 王N8 5-BS el, i の
汚S V･ 1とfiS V･ 2 のプラ - ク数 の減少効果が類似して い たの で ､ 以後 の試験ぼ H 呂V- 1の 轟を周をちて実
施したo
A
B事o毛こ
a -V5
α -C事N 85
円 ヾ -
-
胃
一
胃
く乃 (乃
正さ ‡:良
l 一
望 詔 芸
!
鳶 喜 喜
遷 襲 撃
‡
相 野 持
J _ .i A
`p 8 ¢
= = =
∀5- C m85
V5- e 嗣85
e xpr昏S Si卵 ra鮎
C一対85
16 tOモaf C 駒85
e xpre さSierM atio
伝 12 5
讐108
=3
O
O
璽 7 5
こr
<8
良
葛 5O
i
～
i=
8 2 5
演
門昏
nS
E ヨHS V-1
国 HS∀-2
円eLai ぢ壬2 d l
co n毛 感 BS 鵬Lafy 5-C 刑8 をB S
Fig. 3
- 1 内在性 ∈壬N8 5発現畳との 比 較､ 及 び C王N8 5過剰発現 によるプラ - タ形成締朝効果
(彪 ExpT e S Sio n of V5-C 王N鮎 in HeLaiV5･C王N8 5･B Sc en昏(もop)a nd e n血琶e n O u 昏 8 TtOも盈I
CⅠN8 5 in e a ch C elllin e(botto m). A望O- 将 S a mple ofe a ch e el呈iy昏急患e 腎 急啓 盈野p呈皇e逮毛o e 盈e亀
Ia n e･ T he r atio ofthepF Otein s s畠o w nbelo 腎 e a eh毛r a ck w a惑deもe ぎ nin edby速e n 轟i毛o m eも野
払でT O, Tokyo, ゐpa n).(B)Plaqtl e･fo F m aも呈o n a ss ays w e r epeぬ F m ed盈8通e s e Ti態ed皇n もhe
Aiate Tials 庄nd 朗ethod畠 S e eもie n. T 鼓e n u nbefS Oぎp呈盈qu e 島地も蓬呈n e遠 戚毛h 冨S V
･豆 盈nd
≡S V･ 望 a r eindic ated a s a% c o nもどOIF aも皇o. T he n ti mbe y 畠 Of H S 腎i 盈nd H S V-望pl盈qu e SOn
HeLaic o ntr oic ells 腎 e T e8 4.7 圭 i乱3a nd1 8i圭 望0.e
,
r e spe ctiv ely. T he ぬも盈 扱ぎeも払e m ean惑
a n盛8ta nd盈Td de viatio n s(S Dsラfyo m a n e xpe T呈n e nも c o nぬ 虎ed 皇n もぎ麺l豆e 盈毛e. S豊富n皇鮎 盈汲も
d呈払fenC e Sもeもw e e nHe圭｡おV5-e 王N鮎 -B Se el王昏 盈nd 琵eLale o n恵F ele e姐s 盈T e圭nd主監盈もe盛 態y
&盛e fi惑ks(* *輿O-O 1;n s
,
n otSigni藍e 盈温もき.
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3･3･望 HeijおV5･C王N8 毎･B S細脇 の H S V-1 感染効率
次にH SV･ 1感鞄効率をHeLaiV 昌･C 王国轟5･B Se呈一 l 細厳とHeLale8 nもTO呈- B S細脇 で比較したe
Fig. 3
･ 望 に示したようをこ､ 5O%の感免効率を示すM O王は､ HeL盛付5-e王国 鮎 - BS eL 呈 細娩 でほ 望 芝
呈0
･き M OⅠ(PF Ule e呈i) であっ たの に対して ､ HeLa!e o nもT O呈･ B S細簸で ほ 3 光量e-8 M O玉野ぎUle elき で
あっ たo 従 っ て ､ HeL盈iV5･C王N 約･ B§eLi細砲は コ ンドロ - ル 緬娩よ学的 i80倍HSV-五感染に対する
感受性 が低 いと言えるo
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Fi琶. 3
･2 HeLaiV5-CI N85･BS細飽の HSV-ま感免効率
The s e n sitivity of HeLaiV5
･C 王紺8 5･B Se eli8も¢ H S 哲1 主nfe虎io n 腎 急啓逮e毛e T min edtl 尋ぬ夢
e o n免u e rit n O n Oiaye r 轟 Of HeLaもぎa n Sfo r m a nも8, 肝皇欝量n 急ny S e e速e痩急患望書轟 x 呈窃4 e e泣男i轡 e王
in 96･ w enもis s tA e C uiも T edishe s. 朗 o n ol野 e T 昏 腎 e 君einfe虎e逮 wi払 H S 哲i 盈毛 蝕母 親O王,
indic atedo nthe x 盈笈呈8, 腎呈毛h5T eplic a毛e 腎 ellsfop e 盈毛虫 逮il覗毛i¢n. 盈魚群 旦艶盈毛議了
ot;
,
故老
vir u siriO Ctlla 野 e r e r ePla c e盛 wiもh0.1 mi 封E Me 8 nもain主我嘗望% F B S. 底魚e 君主n空虚 盈塩o 汲
fo r4 days, ぬ e n ediu m 腎 a 8 君e m O V ed a ndもhe m o n 8豆aye ぎ番 腎 e r e東 急立退ed 腎i恵鼓 8 B望%
efy畠宅急i violeも c o nも盈豆n皇ng 望% ぬr m 盈Idehyde 毛o vi8 tlaii芸e もh怒 e P 濫☆ T 逸e i汲feぬ e u 轟
e段由e n cy & axis) w a sde毛e f n皇n ed a 8も払e pe ぎe e n毛喝e Ofw ells de毛eぬ 喝 盈 CP Ee 腎e T
丘v e 腎 ell8. Da宅急 a T e払e n ean s士 S Ds(a = 3).
6蓬
3･ 3- 3 形質転換 HeL盈 細胞の 増殖
宿 主細勉 の増殖速度や代謝活性の違い がウイル ス の増殖着こ影響を与える三とが麹られて旨与るo
HeL盈N5-eIN8 5･BSel. 呈細胞ほ H呂Ⅴ の プラ - ク形成を締制したが､ ニの節制効果が eま国鮎 の過剰
発現蔓こよる直接の 作周であり､ 過剰発現によっ て宿主細逸 の増殖速度や代謝活性をこ影響を阜えても篭な
いことを確か 埼るた 捌 こ､ HeLaiV5-C王国鮎 -B ScL i 細盛と HeLaie o n毛君0呈･ B S緬娩 の 増殖速度を
W STLl を伺 い て 比 較したo その 結 果 ､ 両細胞 間 に増殖速度を三菱 ほなか っ た 伊豆ぎ, 3- 銑 従 っ て ､
HeL盈N 5-C王N 8 5･B Sel, 1 細胞ほ V5･C 王N8 5の過剰発現によっ て者童細鹿 の増殖速度や代謝活性
に影響を与えてい ない o
･ 書 - HeLajco RモroトB S
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13 増殖速度の比較
Gro wth of HeLafV51C 壬N8 5-B S盈nd 琵eLaic e n毛T Ol- B Sc eil凱 Ceil多 野 eぎe P呈aもed
into 96' w entis s㌣e
‾
c u放u r edishe s aも2 Ⅹ 103 c ensi18 O担in DRiE Riee n毛盛汲豆喝
lo 鵠F B S. A氏e Tまne ubaもio nfo r1, 3 a nd5days, i8河 野S T- 1 腎 a 昏 ad ded in e a eぬ
w el a ndin c uba毛ed払T望h, a ndabs o T態盈n C e aも4 50n m 腎 a S m e 盈S u 若ed.
6毎
3 せ 凄 Ge n et呈e呈n 耐性タロ - ンも ≡SV･ 1 プラ - ク形成を斡翻する
∈王国 鮎 の過郵発現が H S V増殖を締翻する芸とを更をこ確認するためを≡､ B呈昆S毛皇e皇d皇n S 耐性餅
尊べ クタ1pEF 6fV 5･H主畠 C)以外に ge n eも皇e皇n 耐性誘導ベ クタ -(pEぎ呈N き･ H i畠 eラを月恥ちて e重野轟5
を過剰発現する HeL盈 細娘(望 タロ - ン;HeL盈符5･e 王国8 5-窃弼を作成したo Fi誓書 3･凄 に作成した形質
転換細胞の V 5･C 王N8 5産生を解析した結果を示したo 次に ､ 忘れらの細逸妄言 H S ¥-i を感染させ も プラ
- ク形成数をコ ントi3 - ル 細娩(HeLaie o n毛f el･ G 討ラと比較したo その結果 ､ HeLaN5･e 王国鮎 -G 討緬飽
は 2 クロ - ンとも 琵eLaiV5･C 王国8 5-B S細鹿と同じように H S 哲i によるプラ 一 夕形成を抑制した@ig.
3･ 5)o 従 っ て ､ HeLa轟那包をこおける CI国85 の 過剰発現は発現 ベ クタ - の凄い ､ 及 び誘導きれる乾生物
質耐性 に依存しなか っ た｡
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･ 4 形質転換 HeLa 細浪費現タン パタ質の確認
Expre $8io nof V5
･C 王N85 皇n HeL盈i腎5･C IN8 5･B S盈nd HeLaty51C ⅠN鮎 -G 封e en惑
普
及温盛
e xpre s sio n of V5
-C 王N 鮎･d S H 3dP 混R in 琵eLaiV轟-G 玉野8 5･戎S H3逮P 毘毘 ee泣轟
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Fig. 3
･5 V5･ CI N8 5及 び V5･C 王国8 5･d S H3dP 監R過剰 産生 HeL盈 細浪 の H S V- iプラ ー ク形成
Effe虎S of V5･C I封8 5a nd V 5･C 王N8 8･dS E3dP R RexpT e $ 8io n of H S V
- 1p王盈喝協e fo r m 盈もio n.
Plaqtlefo r m atio n a s s ay8 腎 e r epe Tfo T m ed a Bde 8 e r払edin 蝕e Maもe yi盈l昏 盈nd 班etぬo達意
s e etio n･ T 払e n u mbe r s Ofpl盈qtleS 盛毛ain e達 with H S V-i a r e e XPr e B B e盛 a 意地e % ¢fe o 蕊もT el
plaqu e 乱Daもa a r e地e m ea n 8土 呂D8(a = 軌 T he n u nbe f 8 Ofplaq現e 番 O nHeLaie o n毛和ま-BS
a nd HeLaic o n乞r ol- G 討e en感 官 e T e50･0 土 1望･3 a nd 5昏･3 立 4事昏
,
君e野 e etive呈y･ S主監ni& 弧 毛
d皇ぬr e n c es betw e e n HeL盈iV5･C Ⅰ国8 5-B S
,
HeLaiy5･e 王国鮎-G 封 o 若
HeLaiV5･C I国85-dS H3捜P 筑洗e eii爵 a nd HeLaie o n毛T Oic ell畠 a r e皇n通皇e 盗もe盛態y 盈8毛e ri題ks宅☆ P
< 0.05;鮒 P< 0.0 1;n 8
,
n醜 8ign述e a n玖
3･3･5 V5-C IN85･d S H 3dP R Rの過剰産生捻 HSV･1プラ ー ク形成を斡制 しない
C王N8 5ほ 3 つ の S H3ドメインとP R Rを持 つ アダプタ - 分子 である魯 アダプタ - 機能 ほ §H 3ド
メインとP R R に由来してい るので ､ C IN85の 琵S Vプラ ー ク形成輪湖作用がアダプタ - 機能に由来す
るか否かを調 べ るため に ､ 3 つ の S H3ドメインとP R Rを欠 いたC王N鮎 -d S H3盛P 民Rを発現するHeL盈
細胞(HeL畠7V5-C 王国8 5-d SfI3dP 監R)を作成し､ これ蔓こH S V･ 王を感染させた昏 腎5-C 王国鮎 -d S H3dP 漁況
のウェ スタンプロットによる発現解析をFig. 3･ 4 に ､ H S V- 王 によるプラ 一 夕形成数をF豊富. 3- 毎 に示したo
独立した3 つ のクロ ー ン に つ いて試験したが ､ いずれのタロ - ンもH S Vプラ - タ形成玲朝搾周を示きな
か っ たo 従 っ て ､ C ⅠN8 5の アダプタ ー 機能が H SV プラ 一 夕形成鞄制作周 に巌要であることが示唆され
たo - 方 ､ 細胞 内におけるタン パク質の過剰発現ぼ ､ 宿主細胞搾 ストレ スとなり､ ウイjレス 将 増殖に影響
を与える可能性があるo しかし､ V5･e王N8 5-d S H 3逮P R Rの過剰発現ぼウイル ス の増殖 に影響を考えな
か っ たo 従 っ て ､ V5･ C IN 鮎の H S Vプラ 一 夕形成抑制搾周ぼ ､ タンパ タ質の過郵発現による宿主細胞
のストレス によるもので ほ恕く､ Ⅴ昏-e Ⅰ甜8昌の機能によるも釘と考えられる｡
6守
3& 3- 6 e王N8 5の P 琵混 がタイル ス増殖締弼に藍華であり､ S H3ドメイン ほ不 要である
前項(3･ 3- 5)で ､ アダプタ - 機能を欠いた V5-e 董甜8 ら-盛§H3d㌘民民 の 過剰発現がウイル ス 搾増殖
をこ影響を卑えなか っ た三とから､ C王fq85の アダプタ - 機能がタイル ス増殖抑制をこ機能して彰ちる可能性表芸
轟きれたe 従 っ て ､ 次を三アダプタ - 機能を担う3 つ の S H3ドメインと㌘漁民 形 どちらか や ま藍絃両方がウイ
ル ス 増殖抑制に必要と考えられたの で ､ 3 つ の S H3ドメインまた揺 P 毘Rを単独 で発現ずる HeL急 細胞
を そ れ ぞ れ 3 タ ロ - ン ず っ 作 成 し た ( HeLaiFtj鬼G-e 王N鮎 ･S H3鬼B e 号 及 び
HeLajF L ÅG･CI N8 5･P R 昆)o これらのクロ ー ン の F L ゑG-CⅠN鉱 一Sfi3鬼B e及び FL 鬼G-e王国鮎 - P民毘
のラエ スタンプロットによる発現解析を Fig. 3･6ゑ に示したe 次に ､ これらのクロ ー ン に H SV-1 を感染さ
せ ､ プラ - ク形成数を調 べ たところ､ HeLalF L 鬼G-CIN 8 5･P 現況細勉萎ま3 づ のタロ - ンともプラ - ク彰成
を抑制したが ､ He‡+afFL AG･C 王N8 5･S H3Å蓋e 細脇 揺変化 しないか ､ むしろ増加額向 にあっ た酵豊富一
3･ 6 B)e 従 っ て ､ C 王N85 のウイル ス増殖抑制作用に萎ま､ その P民R が重要であり㌔ 3 つ の S H3ドメインは
不要であっ たo
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Fig. 3
･ 6 C IN 85 の P R 監がタイ)i, ス増殖抑制量こ重要であり､ S H3ドメインは不要 である
T heP R R
,
a ndn oも払eS H3do n 昆in s
,
oぎCⅠ国8 5s Ⅶp p若e S S edp蔓鼓弓現e ぬぎm 盈も豆¢n 態yH S V
-i
in HeLa c ells. ” E富PT e 8 Sion s of ざtiA G-e ‡N8轟-S H3真澄e(星e免)盈n達F む鬼G･e王国8 5･P 託毘
(Tight),in w e ste r nblo毛8. 鬼望e･ 将 飽 mPle oge a eぬ e e呈量呈ys 汲もe 闇 盈S 盈汐P呈皇e逮もe e 盈e払l盈汲e.
(B) Plaqu efo T m aもio n a s s ays W e T e夢e 君fo r m ed 盈S de s e曲 ed 皇n 毛あe 鬼払由 盛 轟 a Bd
Me盛ods s e eiio n. T he nu mもe 君S efplaqtle S鹿毛盈in ed 腎i也 H SV
-1 急ぎe e XP若e 畠S e速 急S
払e 鶴 8fe o nもT O呈p呈盈環tle 凱Daもa sho 腎 n 急ぎeも払e n 組 n 昏立 S Ds(a = 讃き. T ぬe n tx 迅態e 若 Of
plaqu e 惑 O nHeLaiF L ゑG
-
e o nもr oi w 盈$ 73.3 主 Ie･遵･ S豊富n述e昆nも d主飽F e n eeS もe紬 e e 監
HeLaiF もÅG-eⅠN85-SH 3鬼B C eT HeLaiF も魚信･CⅠN鮎 ･学監監 e e重畳s a n盛
HeLaiFtjA G- e 純毛f e呈e eils 盈Teindie 盈ted by a ste Tisk8(i P < 0.O 5; * * P < 8書8呈;n s, n oも
s皇gniFI C 盈n毛ラ.
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3- 3- 7 CIN 8 5･ P 毘R 発現 HeL盈 細魅の H S V- 1感染効率
次妄こ 3- 3一望 項と同様の 方法 で ､ HeLal野L A G-e 王国8 5-P 琵昆細胞の H SV･ 量 感染効率を
HeLafF LAG･ c o n毛T Ol細胞及 び HeLajF L 鬼G-C王国8 5瑠H3底Be 細娩と比較した(ぎ皇g. 3･ 祝 その
結 果 ､ プ ラ - ク 形 成 の 場 昏 と 同 じ よ う に ､ He王｡魚層L 盈G･ e o nもT Ol 細 逸 と
HeL盈/F L ÅG･CIN8 5･S H3鬼B C 細 魔 の H S V- i 感 凝 効 率 は 類 似 し て い た が ､
EeLa/FL 鬼G･C 王国8 5･P R 民細胞 の HSV･ 1感染効率は前 望者と比較して ､ 約 まO O傍聴下して いたo
コ ン ト ロ ー ル 細 胞 か ら の 感 染 効 率 の 低 下 度 合 い 結 ､ HeL盈符5-e王国 鉱 一鎧§ 藤 娘 と
HeLafF LA G-C 王N85･P R 洗顔胞 は同じであっ たo
- ●- HeL急好LAG- e o Tltre‡
＋ HeL盈iFL 兵G-C嗣85-S H 3糸昏Cc‡1
一句ト HeLaiF LJqG-Cl拘85- P RF!c事1
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Fig. 3
- 7 HeLajF L 良G-C IN8 5･P R R細娩 の H S V- 1感染効率
The s e n 8iもiviもy of HeLaiF L A G
-C IN8 5-P R 民a nd HeLaiF L 鬼G-C 王国約 -SH3A B eeeii8もe
H S V- 1 infe etio n 腎 e T e毛e ぬ d. E革pe fin e n毛昏 腎 e 若ePeぬ T m ed温容de 紀曲 ed 皇n も払e呈喝e nd
もo Fig. 3
･ 望.
3･3･ 8 H S V･ 1増殖曲線(r eplic a毛io n)の比較
ここまで は ､ C 王N85 のE SV増殖抑偶作周をプラ ー ク形成添によっ て試験してきたe しかし､
プラ - タの 大きさに経大林があり､ またプラ - クを形成するの に必要な細鹿 内のウィJt,ス粒子数も細
胞疎開で 同じとは 限らない e 従っ て ､ C王N8 5のH S V増殖掃潮作周をさらに正薙に調 べ るため蔓こ勺
形質転換HeLa細泡を宿主にして ､ H S V･ 1 の増殖を経日的に測定したo H S 腎i の カ価はVe T O緬
脇 に 対 す るT CID5 e儀として 測 定 した o HeL盈iV5一ぢIN8 5-B S細 胞とそ の コ ントロ - )レ細 砲 ､
琵eLaiF L A G･C 壬N85･P 漁民細塵とその ヨ ントロ - J?細逸をそれぞれ比較したところ､ も､ずれもコ ント
ロ - ル 細胞中e)H S V- 1 増殖に比較して ､ 2 日目以降 ､ 約 1iiO e に増薙が韓制されて いた宅F豊富i
3･ 8A 及 び B)o この 抑制度合い ぼ ､ これらの形質転換細胞 のHSV- 1 感染効率 の 養毛昌- 3一望 及 び
3 せ7きと蓉鎖してい たo
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Fig. 3
･8 形質転換細盛申で の H S V･ 1増殖 曲線
王nhibiもio n of H S V･1- y eplic aもio nbyCI封8 5e xpr e 番轟i8 n皇n HeL盈 e enS 腎 a 畠 爵ho 腎 汲.
Ån H S V- 1･ F ePlic atio n a s s ay W a 昏Peぬ T m ed as de s c ribed in も艶e M&お由 泌 a Bd
m e虚ods s e ctio n. T he qt1盈n毛itie 8 0f 三SV
- 1 腎 e T eindie 盈毛ed 盈昏 T C‡D88V 盈ぬe 容疑a 笈盈S).
So泣d lin e sindic ate H S V･ 1 qtl a nもiもy in HeLaiV5
-C王封鮎 -B S e ens 臓 盈n逮
HeLafFiiA G･C王N8 5･P 毘Re ell8(軌 D虎もed lin e sindic ate H S 腎I qu 急ntiもyin e a ch ¢f
the HeLalc o ntrole ell虜. Daも盈 a f eもhe m e a n sj=S D8(a = 3ラ.
3 せ 9 C H O- 監1形質転換細娩の H S V-1感染
C H O- El 細飽絃 天然には H S Vの 細飽 内浸 Å に抵抗性を示す細飽株で あるe しかし､
H V 冨Mなどの HS マレ セプタ ー を導入 ･ 発現きせるとH S Vの 侵Aに感受性とな撃､ 細胞内で H S V
は増蒸するe 従っ て ､ C H O･監呈細脇を用 いたH S腎感染系は ､ H S Vの細胎内浸 入に関する研究をこ
有用 である【8 4】o 我々看まこの細胞 系を用 いて ､ CⅠN鮎 が HSVの 侵Å澄階に開卑して いるか否かを
検討したo すなわち､ C H O･E1 細胞 に H V 富鮎を導入して H S V感染に対して感受性を示す細巌
株を作製し､ 更に ､ これ に CI国85を導入 して ､ H S V- 1 の増薙 が抑制されるか否か を畿敬した8
C H O･琵1 細胞に発現させた V5-H V E M及び V5･C 王N8 5 のウェ スタンプロ ット解析の結果を F量g*
3･9 B( 下段)に示したo C H O･監王 細臆 - の H S V･ i の接種量は HeL亀 細逸 - の容督の 望O 倍量を
接種した6 F皇g. 3-9Å に示したように､ C H O-昆iic o nもT Ol及 びC H O-監IiV5-C 王国鮎 細鰻 はプラ - タ
をほとんど形成しなか っ たo 一 方 ､ C H O-昆ま才V5･HV 志朗及び CHO- 琵iiV5･H V E 泌 腎轟･e王国鮎細
脇 は プ ラ ー ク を 形 成 し た が ､ 形 成 き れ た プ ラ - ク 数 ほ C王N85 を 発 現 し た
C H O-監1tV5･H V E M iV5･C 王N85細飽は C H O一 区i′Ⅴ毎-H V 濫細線泡の 約 Ii望 に抑制されて いた｡
従 っ て ､ CI 討8 5は ､ HeLa 細亀 の場合と同様に C H O-抜1細逸中でも HSV- 豆 の 増殖を鞄和したo
次に ､ C 三河85 が H S Vの侵入段階に関与しているか否かを確認するため蔓こ､ 詰Ⅴ盗H とe王国8昏が
鰭合 して い るか 否 か を試 験 した母 C H O･ 民生iV5- H V E MiV5-C王N8 5 細胞 の 細 脇抽出液を抗
写e
H V鷲Ri抗序で免疫沈降し､ 免疫複合体をラ芝 スタンプロ ットで解析したと三ろ､ Ⅴ轟- C 量封8 5縫糸沈
しなか っ た 軌 g. 3- 9凱 従っ で ､ 琵腎鷲M と∈王紺8 5穏直接蔓芝結合しぞ 潜らず ､ e王国8 5ぼ H SV の 侵
入段階を阻馨してい ない e
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Fig. 3
･9 CHO･ E1 細娩 中でも CI N鮎 はfIS V- 1増殖を抑制する
王nh主bitio n of H S V-i gF O 腎th by C王N8 5 in C H O
- E王 c ells e琴 T e $ 8ing V5
-H腎E 朗 d窃母惑 n 8も
in v ol∇e a 血 e eもin毛e r a虎io nbetw e e nC 王国8 5a nd HVE M
. 臓 pl盈句u efo 君m 急患io n 盈盛S野 S
w e r epe rfo r m ed a sde s c Tibed 主立 も払e 脇 畠 ぬ 畠 BBd Me盛ods s e ctio n. 掬 o elo n e 畠fn m
e a ch もr a n sfe ctie n were 毛e s毛ed. H S V･ 1 腎 盈S in o etlla七ed 汲も 1.望 x le凌 T eⅠDさei腎 e盟 盈nd
inetlb盈ted fo r4days. Data ぬo 腎 n a r e蝕e m e 盈n 卓立 S Ds(A = ;奴 Si琶n皇最c 盈n患d皇飽 若e 毘e e S
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3 % 18 高濃度 H SV感染を芸よるC玉野8 5の 効果
三れまで ､ CⅠ討8 5の 琵S V増殖鞄制作周は低適度 の 琵S V感染条件予で瀦定してきた宅飼えぽ
Fi誓. 3
･ 8 でほ MO王は0.eOe21 Pfh/e e壬l である)8 次 に高濃度で H S 腎を感染きせ宅MO王=ieラ､ 感染後の
細胞 死に与える CI国8 5 の効果を検討した e 細飽 死ほ遊離する Lf) Hを潟定して比較したo F皇g. 3･1 8
に示 すようを三､ 遊離したL D E は HeLa符5-e 王国8 5-B S藤娘 の 方が ヨ ン旨冒 - ル 細胞 に比 べ て 多i､ 従 っ
て HeLafV5･C王N8 5･BS細胞ほ H SV･l感免後に ヨ ントロ ー ル 細厳 に比 べ て早く細痕 死を凄えたe
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第 4帯 考察
奉研究で CI N8 5 の過郵発現がHSV の増殖を抑制ずる三とを見地したe そして ､ 芸の 事実を鎚下
の 実験 によっ て確 実なものとして示 した¢
(1)e壬N8 5の発現孟をこ応じて HSV増殖の 抑制効果が得られる≡と伊豆夢事 3･ 1ラo
(望) 形質転換細塵の増殖が変飛ニしないこと(Fig. 3･ 銑
(3ラ 発現 ベ クタ - を変えて過剰発現きせても HSV の増殖を鞠翻する三と∈F豊富. 3･ 鈍
(i)v5･e王国8 5･d SH 3dP 現況の過剰発現が 琵SVの増殖を抑制 しなも㌔こと軌g. 3･ 銑
(5ラ プラ - ク形成鞄制だけでなく､ 複製(Tepiie aもie n沌 蹄制すること好豆g. 3- 銑
次に ､ C ⅠN8 5のアダプタ - 機能を担う空 つ の機能ドメイン のうち､ H S Vの 増殖頼朝 に経 3 つ の
s H3 ドメイン は不要 で{PRR が重要であり､P R R単為 で H S 腎の 抑制効果を示した ｡ ㌘混盈 揺 鮎e
fa mily kin a 畠e を含む多(のタン パク質の S H3ドメインと結合するo S H3ドメインア レイを 鄭 ､た実験で
も多くの P R R結合パ - トナ ー を示して いる(1･ 3･7 項 ､ Fig. 1･ 醜 従 っ てこれらの P現況 結合 パ - 声ナ -
が H S V増殖に関与しているかもしれない o 一 方 ､ P 漁民とS H3ドメイン の結合機構は 良く研 究きれて い
る【53,9 1】の で ､ C王N8 5･P 民毘の H S V増殖蹄碗メカ ニ ズム解明を達 めることをこよっ て ､ そのメカ ニ ズムを
抗 H S V活性化食物 スタリ - ニ ングシステム 開発に応周できる可能性が考えられるo
c ⅠN8 5 の琵SV増殖締朝メカ ニ ズム解明の第 - 歩として ､ H SVの細臆内擾A 遠軽阻害を検討し
たB H S Vの細砲 - の侵入は ､ 細胞表 面の レ セプタ - とウイル ス の エ ン ベ ロ ー プの結合から始まり､ 次い
で細胞膜と融合し､ そして細飽内 - 侵入するo 最初の H S Vと細娩の 結合は ､ タイル ス外穀の療タンパ ク
質 ､ gCとgB が細娘表面 の - パラン硫酸と結合するo 次 にgD が藤娘表面の レ セプタ
- に結合するf9挽
この レ セ プ タ ー にをま H V 賞M(he巧きe S Vir u s e nもTy n ediato T 慮ラ【8も 8駄 n e etin感銘】 そ して
3-0･s tllfo n aもed de riv 盈tiv e s of hepa Tan 8 tllf&毛et8 7】が知られて いるo H V E 如 経 H腎e鬼とも呼ばれ ､
T N F Rs upe ぬ mily に属するレ セプタ
ー (T 討嘗RS F14ラでその 生理的なリガンド経 短mph醜o Ein ･ 伐 と
T N F様リガンドの L王GH T が知られて いる【9弘 H V E 姐 ほリガンドが結合することによっ て 節 ･ K澄 と
Åp-1 転写活性化経路を､ T 温度ぎ乳 棒 に 官民AF2とT 農産ぎ5 を資して活性化する【9438 T 温良封e Eレ せ
プダ ー の シダナ)i,伝達経路 で ､ Sr eは T R Åぎ1 とT 箆Å弼 に結合して シグナ ル を伝達するた73】母 さらに
第 2寮で 鮎c が T R 鬼ぎ主 に結合し､ C IN 85 が STeとの結合を介して T 河F 毘1 の シダナプレ転逮複合終
に含まれることが明らか になっ たo 従 っ て ､ C王国85は ､ T 最良ぎsとSTefa m皇iykin a 紀の 複合捧を斉して ､
H V 苫Mジグナリング経路に含まれる可能性が考えられるe すなわち㌔fISV が H V E 別の練塵外領域に
結合するニとによっ て 琵V E M から始まるシグナル伝達下凍に ､ C王国 鮎 が何らか の影響を与えるニとによ
っ て H S Vの 感染を抑制する可能性が考えられるo この夜説をもとに I e H e-荘i 細飽を 鄭 ､た H S腎i
感染系で CⅠN 85の効果を調 べ たところ､ C ⅠN 85 は C H O-監i 細飽中でも 琵S V･ 互 の増殖を抑制したo
しかし､ 免疫沈降で H Ⅶ MとCⅠN85 は典故しなか っ たことから､ C重N8 5ぼ H V 琵紙を介した 琵S腎 侵
A遠軽に関与して いないと結論付をナ､ むしろC王N8 5は H §Ⅴの細胞内浸Å以降の過程で H S V増殖蔓こ
関与していると考えられたo
奉研究で は､ e重野85の H S V増殖韓翻メカ ニ ズム を解明するに到らなか っ たo HSV ゲノムをこぼ
約 8 8種類のタンパ ク質がコ - ドされており､ それら揺 H S Vが細胞をこ感熟ずると､ 細胞内 で の H S 腎の
増殖段階に呼応してそれぞ艶 が発 現きれるo そして ､ 宿主因子とインタラタション し､ また者豊壌能を潤
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御して いるe この ような宿主の - つ が C王N8 5 である可 能性が 考えられる昏 最近 ､ H SV
･ 呈 のタン パク質c3
-
つ ､ⅠCPe(i琵fe虎ede e呈呈pT Oもein 朗竃e重野8 5及び eb呈と結合し､ 細胞表面からの 琶鎧F レ牽 プタ
-
の 三 ン ドサイト - シ ス を修 飾 す ることが 韓 督きれ たt呂9】e 壬CPe は ､ ウイ)i, ス 感 染 後 の ごi初期
(皇m m edia毛ely e a T呈y pha seラに発現し､ 培養細飽系習 のウイル ス増殖 に必須で 揺なも
､が ､ 増殖期 の遺
伝子発現及び潜伏感鞄からの 再活性化の 両方を制御し､ か つ 病原性にも関与して いる重要なタイル ス
因子である【9紘 - 方 ､ C王国 鮎 が HSV の他のタンパク質ともインタラクションしても､る可能性があるo -
っ の興味深 いタンパク質として ､ H S V･望 の Tibo ntl ele etide T edu虎最長eく重ePi Oきがあ蔓ずられるo ニのタン
パク質はセリン/ス レオ ニ ンキナ - ゼ活性を持ち キ ウイjL,ス感染をこよっ て 宿主藤娘が引き起こすアポト
- シ
スを妨げる機能を示す【9 6, 9 7】o さらに S 三3ドメイン練督部位を持ち､ Gf態2と結合する【昏銑 e王国8 5も
Grb望と結合するt4 1,4 3, 44】o 従 っ て ､ CIN8 5は Tibo n u el 威 de T eぬ ぬ s e の機能を阻害すること蔓こ
よっ て H SV タン パ ク質が示すrアポト ー シ スを妨をずる機能jを鞠制し､ 三S Vの 増殖を輪湖する､ という坂
祝 が考えられるo すなわち､ H S Vが感染後 ､ 締飽 内で十分 に増殖する時 間を与えずに宿主細娩が死
を迎え､ 結果として H SV の増殖が抑制きれる｡ C王N 85過剰発現細盛ほ H SV･量感染によっ てコ ントロ -
ル細脇よりも早く死ぬ(Fig. 3- 1eにとから､ この夜説は追求する庸唐があると考えるo
c王N8 5の H S V増殖締制メカ ニ ズムを解明するには更なる検討が必要 であるが も 寒研究によっ
て ､ C王N85が H SVの 増殖 に関卑していることが明らかになっ たo
?i
縫 括
STCfa ni呈y k皇n a s eは非レセ プタ - 型のチ ロ シ ンキナ - ゼ で穫 身 のレ セ プタ - からの 下滝で重
要な役割を担 っ て いるe 本研 究の目的揺 鮎cfa milyk皇盈a S eが閑冬するシグナ ル伝達制御機碑を明ら
かにし､ この 制御機構 の 異常 に基づくと考えられる疾患の 病因の 解明に辛がかりを提供し､ か っ ､ この
領域を標的とする劇薬研究に役 立てることであるe そして S君e fa n豊里ぎ kin a紀 からの シグナ ル 伝達予詫
に位 置する分子 に着目し､ そのクE3 - ニ ングを行 っ て - つ の 新規ア ダプタ - タン パク質を同定した o 以
下に本研 究で明らか になっ た結果を経括ずる｡
(i) 酵母 2･ }､イブジッド故により､ ST Cfa mily k皇n 盈8 eの 一 員である Hek の S H3ドメイン に鰭督する新
規タン パク質をコ - ドする遺伝子.S H3昆B Pl を見い 出し､ クロ ー ニ ングしたo S H3監B Pi は C王国鮎と
CIN8 5･d S H3ÅBの 望 つ の タン パク質をコ - ドしてお9､ Ⅹ染色体の p望望.i - p望i. 引こ マ ッピ ンダきれたo
(2)C王N8 5萎ま広く各種経線及 び各種細砲殊 に発現して おり､ Sr cfa mily藍in a s e全般に結合するo また
C王N8 5 のP 監R経 STCfa milykin 昆S eの他 にも多様な S H3ドメイン含有タンパ ク質に結合可能であっ
たo よっ て ､ 鮎 cfa milykin a s eが関与するシグナ ル伝達に痔広く関与して いる可能性 が示唆きれた ｡
(3ラeI N8 5は C E M細娩にお い て ､ T N F･ α によ っ て誘導されるアポト ー シス を促進した6 しかし､ e D9 5
によっ て誘導されるアポト ー シ スには影響しなか っ たo C 王N 鮎 ほ 鮎e と複督棒を形成し､ STe を発して
T2qF 民1及 び T R 盈ぎ1 に結合して T N F 況1 シグナル 伝達複合体に含まれて いたo
(4)CIN8 5の T N F･ α 誘導ア ポト ー シス促進効果に CI封鮎 の S H3ドメインが必須であ撃､ P 毘Rも必要
であっ たことから､ C 王封8 5の アダプタ ー 機能が重要であっ たe 更に eI紺85は e biと構成約に複普捧を
形成し､ この複合体は T N F- α 聯費によっ て Sr cにリクル ー トされた o よっ て ､ Sr e･C ‡紺8轟-e 態l複合捧惑芸
T 好F R1 シグナル 伝達複合体 に含まれ ､ T N F Rl からの 鮎 eを介するシダナjt,伝達を彦簿して いると示
唆されたo
(5)CIN8 5 のT N F- α 誘導アポト - シス促進効果は STeを介する T N F･ α の 生存シグナ ル の締朝によ
るもので ､ N F･ 堤臥 E 昆監及 び J紺監 の活性化には無関係 であり､ 蝕も の活性化抑制 の可能性が示唆き
かノた.
鴎)CIN85は HeL鍾 細胞 におい て､ H S V増殖を掃翻したB こ招増殖蹄制効果の本質ほ P 毘蕊 であり､
S H3ドメインは H S Vの増殖を抑制しなか っ たo
(7) cIN8 5は C H O･監i 細胞 中でも H S V･ i の増殖を抑制した o しかし､ e 壬野鶴 萎ま H 甘藍Mと結合 しな
か っ たことから､ H V ER4を介する H SV-玉 の緒娩内径Åは阻害せず ､ 侵 A後の増薄過程を阻害して い
ると考えられたQ
以上 の嫁菜からST･efa milykin a s eとC重野8 5の役割を総括するo C王国8 5ほE G F 汲などの 監守抜
からの シグナル 伝達に溶 いて C biと複合体を形成し､ ∈bl･C王N8轟･ e n逮ophihn 複合捧をこよるシダナjレ
伝達系によっ てレ セプタ - の 三 ンドサイト - シス を僅達し､ また C bl は孟 ピ考チ ン絶を芸よっ てタン パ夕質
冒轟
の 分解をこ関与して い るニとが知られて い るo 従 っ て ､ G壬N 8 5ほ C態lとともをこ琵T 琵の ネガティプ朝御を乙係
わ っ て いることが報告きれ でい る【5 73o - 方 ､ 舜 チ ロ シ ン 率ナ - ゼ 墾 の レ 鷲 プタ - で は 鮎e 払fn皇呈y
k皇na8 e を代表とする膜結合型の チ ロ シ ン牽テ - ゼ がシグナ ル 伝達に働 い て い ると考えら絶て いるo 奉
研究で は 管N F- α 刺激 におい て 鮎e fa mily kin a 8 eからeb蔓に窒る 鮎e
- e玉村鮎 -C 態l複合 掛 こよるシ
グナ ル 伝達系を明らかにしたe きらに詳細ほ不明であるが 鮎 e･ C王討8 5-e 態l複合俸が 鹿毛の 活性粍をネ
ガティプに制御する可能性を示した白 ST e の異常な活性化 ほ発 ガンと大き怒関係 があるe また ､ 宅窃F 混
のリン酸化を標的とした抗ガン邦(王re B S aなど)も臨床応周されて いるe 従 っ て ST Cの活性化に伴う 鹿毛
の活性化潮御機構 の解明は発ガン朝御の 一 助となることを期待したい o
- 方 ､メカ ニ ズム は不明であるが､ e王N85 g3H SV 抑制効果ほ非常 に興味深 い o また ､ e 玉野鮎
の P R 毘 が H SV の増殖を抑制したことは ､ この P 洗琵 が H S Vの増殖に必 要な何れかの タン パク質に結
合して H S Vの増殖阻害を起こして いると考えられるo これら萎ま抗 - ル ペ ス邦探索にお いて新しい 標的
のヒントを与えるもの であるo
以 上 C王N 85 ほ Srefa milykina 8e(特に Hck) 及び Cblと複合体を形成し､ 細胞内蔓こお い てこ
れまで に報告されて いる以外にも多様な役割を演じて いると考えられるo よっ て ､ これらの桟構を解明す
ることが新しい腐薬の 辛がかりになることを期待して線括を終えるo
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